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POVZETEK 
Rekombinantna tehnologija je omogočila velik napredek na področju bioloških zdravil in 
zdravljenja mnogih bolezni. Proizvodnja bioloških zdravil poteka v ustreznih ekspresijskih 
sistemih, med katerimi so najbolj pogosto uporabljene ovarijske celice kitajskega hrčka 
(CHO), ki so relativno enostavne za genetsko manipulacijo in omogočajo človeku 
kompatibilne post-translacijske modifikacije proteinov. Trenutne strategije razvoja 
rekombinantnih celičnih linij temeljijo na naključni integraciji ekspresijskega vektorja v 
genom.  Z razvojem orodij urejanja genoma in vse boljše bioinformatske analize genoma 
celic CHO pa se razvijajo metode integracije ekspresijskega vektorja v tarčne genomske 
regije, ki bi potencialno lahko omogočile razvoj visoko producirajočih in stabilnih celičnih 
linij.   
V okviru magistrske naloge smo ţeleli poiskati aktivne regije genoma, kjer se nahajajo 
regulatorni elementi, ki regulirajo transkripcijo bliţnjih genov. Za te regije je značilno, da 
je kromatin v odprti obliki, saj s tem omogoča dostop transkripcijski mašineriji. Odprte 
regije kromatina v celicah CHO smo iskali z metodo, ki temelji na uporabi encima 
modificirane transpozaze, ki dostopne predele kromatina fragmentira in hkrati doda 
sekvenčne adapterje, ki omogočijo nadaljno analizo DNA fragmentov s sekvenciranjem 
naslednje generacije. V sklopu optimizacije metode smo določili, da optimalno število 
celic za pripravo ustrezne knjiţnice DNA znaša 5x 10
4 
celic in da moramo za dosego 
minimalno pomnoţene knjiţnice zmanjšati število ciklov PCR za dva glede na protokol iz 
literature. Za analizo sekvenčnih odčitkov smo testirali več bioinformatskih pristopov ter 
tri različne referenčne genome CHO. Ugotovili smo, da je referenca CHOK1GS_HDv 
najbolj reprezentativna, saj so se sekvenčni odčitki nanjo prilegali v več kot 94 %. 
Ponovljivost metode smo potrdili s sekvenciranjem dveh replikatov in močno korelacijo 
(Pearsonov korelacijski koeficient = 0,95) med regijami, ki so bile skupne obema 
vzorcema. 
Po uspešni implementaciji metode na celicah CHO smo odprte regije iskali v treh 
starševskih celičnih linijah CHO in v dveh časovnih točkah bioprocesa (na dan 3 in dan 7), 
saj smo ţeleli določiti univerzalne in stabilno odprte regije. Med odprtimi regijami smo 
nato identificirali super-ojačevalce in rezultate primerjali z javno dostopno podatkovno 
bazo transkripcijsko aktivnih regij v celicah CHO. Za več kot polovico identificiranih 
Nika Tuta, Magistrska naloga 
Določanje odprtih regij kromatina v celicah CHO s transpozazo in sekvenciranjem naslednje generacije 
 
IX 
 
super-ojačevalcev smo potrdili, da gre res za transkripcijsko aktivne regije. Zaključimo 
lahko, da je ta metoda določanja odprtih regij kromatina hitra, enostavna in uporabna tudi 
za identifikacijo super-ojačevalcev. 
KLJUČNE BESEDE: ATAC-seq, celice CHO, sekvenciranje naslednje generacije, super-
ojačevalci, odprte regije kromatina 
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ABSTRACT 
Recombinant technology has facilitated a significant progress in the field of 
biopharmaceuticals and has opened new doors for treating various diseases. 
Biopharmaceuticals are produced in different expression systems, where Chinese hamster 
ovary cells (CHO) are most commonly used, due to their ease of genetic manipulation and 
human-like post-translation modifications. The current strategies of cell line development 
for production of recombinant therapeutics are based on a random integration of the 
transgene into the CHO genome. With the development of genome editing tools and with 
draft genomes of several CHO cell lines being available, however, targeted integration into 
genomic hotspots is becoming an option for generating high-producing and stable cell 
lines. 
For our master thesis project we wanted to find active regions in the CHO genome, which 
include regulatory elements and sites of transcription. They are known to be in open sites 
of chromatin, thus allowing transcription machinery to access the DNA. We determined 
these accessible regions in CHO cells with the ATAC-seq method that probes and 
fragments DNA with a modified transposase, which inserts sequencing adapters into open 
regions of chromatin. During optimization, we determined that the optimal number of cells 
for obtaining a proper library is 5x 10
4
 and we decreased the number of PCR cycles by 2 
cycles compared to the protocol in literature in order to get a better complexity of the 
library. We tested different bioinformatic algorithms and checked three CHO genome 
references. The reference CHOK1GS_HDv was the most representative since more than 94 
% of our reads aligned to it. We tested the reproducibility of our approach on two 
replicates and concluded that the method is reproducible since we obtained a similar 
distribution of fragment length and saw a good correlation (Pearson = 0,95) among regions 
identified in both replicates. 
After the successful implementation of the ATAC-seq method on CHO cells we searched 
for open regions in three CHO parental cell lines at two different time points of the 
bioprocess (on day 3 and day 7) in order to pinpoint the open regions that are stable and 
remained open throughout the bioprocess. From those open regions we then identified 
super-enhancers and compared the results with a publicly available epigenetic study of 
CHO cells. Among the compared regions, we found that more than half of them really did 
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represent enhancers and concluded that this method is fast, simple, and can be used not 
only to locate regions of open chromatin, but also to identify super-enhancers. 
KEYWORDS: ATAC-seq, CHO cells, next generation sequencing, super-enhancers, open 
chromatin regions  
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SEZNAM OKRAJŠAV  
ATAC-seq metoda določanja dostopnosti kromatina s transpozazo in sekvenciranjem 
naslednje generacije (angl. assay for transposase accessible chromatin 
using sequencing) 
bp bazni par 
ChIP-seq imunoprecipitacija kromatina, ki ji sledi sekvenciranje naslednje 
generacije (angl. chromatin immunoprecipitation followed by next-
generation sequencing) 
CHO ovarijske celice kitajskega hrčka 
CRISPR/Cas9 skupki regularno porazdeljenih kratkih palindromskih ponovitev in z 
njimi povezan protein kaspaza 9 
Ct cikel, v katerem fluorescenca preseţe nastavljeni prag pri kvantitativnem 
PCR 
der derivat 
DHFR dihidrofolat reduktaza 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
dsDNA dvoveriţna deoksiribonukleinska kislina 
ENCODE konzorcij enciklopedije DNA (angl. Encyclopedia of DNA Elements) 
FAIRE-seq izolacija regulatornih elementov s pomočjo formaldehida, ki ji sledi 
sekvenciranje naslednje generacije (angl. formaldehyde-assisted isolation 
of regulatory elements followed by sequencing) 
FDA Ameriška agencija za zdravila in hrano 
gDNA genomska DNA 
GS glutamin sintetaza 
kb kilobaza 
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MACS analiza na podlagi modela za ChIP-seq (angl. model-based analysis for 
ChIP-seq) 
Mb megabaza 
NFW voda prosta nukleaz  
NGS sekvenciranje naslednje generacije 
NTC negativna kontrola brez matrične DNA 
PBS fosfatni pufer 
PCR veriţna reakcija s polimerazo 
PSS vrednost na podlagi oblike vrha (angl. peak shape score) 
qPCR kvantitativni PCR 
rcf relativna centrifugalna sila 
ROSE rangiranje super-ojačevalcev (angl. Rank Ordering of Super-enhancers) 
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1 UVOD 
1 BIOLOŠKA ZDRAVILA 
Z razvojem farmacevtske biotehnologije smo bili priča velikemu napredku medicinske 
znanosti na področju bioloških zdravil, še posebno po letu 1982, ko je FDA prvič odobrila 
dovoljenje za promet za rekombinantni inzulin. Rekombinantna tehnologija je tako 
omogočila proizvodnjo proteinov, ki jih je bilo pred tem potrebno izolirati iz naravnih 
virov, kjer se je pojavljala nevarnost vnosa prionskih beljakovin. 
Biološka zdravila so velike in kompleksne učinkovine, ki posnemajo endogene substance v 
človeškem telesu, kot so hormoni, protitelesa, encimi, citokini in drugi. Prednost bioloških 
zdravil je manj neţelenih stranskih učinkov zaradi tarčnega delovanja, njihove 
pomanjkljivosti pa so visoka cena zaradi zahtevne in dolgotrajne izdelave ter moţnost 
povzročitve imunogenosti. V ţelji po zmanjšanju imunogenosti in večji biološki aktivnosti 
so tako v porastu biološka zdravila, pridobljena iz sesalskih celic, ki omogočajo boljše 
post-translacijske modifikacije od ekspresijskih sistemov rastlin, bakterij in kvasovk. (1-3)  
1.1 Celična linija CHO 
Ovarijske celice kitajskega hrčka (angl. Chinese Hamster Ovary – CHO), prvič izolirane 
leta 1957, so danes najpogostejši ekspresijski sistem za produkcijo biofarmacevtikov. (4) 
Od leta 1986, ko je bil odobren prvi terapevtski protein, pridobljen iz celic CHO, tkivni 
aktivator plazminogena (tPA), je njihova uporaba močno narasla. Odraţajo jih namreč 
številne uporabne lastnosti, kot so enostavna genetska manipulacija, dobra prilagodljivost 
in sposobnost rasti v suspenzijski kulturi, kar omogoča prenos procesa v bioreaktorje. 
Celice CHO so sposobne post-translacijskih modifikacij proteinov, s čimer postanejo 
proteini kompatibilni človeškemu organizmu in biološko aktivni. Ker ne omogočajo 
replikacije večine humanih virusov, so celice CHO primarna izbira tudi z vidika varnosti. 
Z optimizacijo procesov in genetsko manipulacijo pa je moţno doseči vse višje titre 
produkta. Trenutne strategije razvoja celičnih linij CHO temeljijo na uporabi metabolnih 
selekcijskih sistemov DHFR (dihidrofolatna  reduktaza) in GS (glutaminska  sintetaza) za 
izraţanje vstavljenih genov. Poleg selekcije transficiranih celic (celic, ki so prejele vektor z 
izbranim genom skupaj z genom za DHFR ali GS) pa lahko z dodajanjem metotreksata, ki 
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inhibira DHFR, in metionin sulfoksimina, ki inhibira GS, izkoristimo selekcijski pritisk in 
povečamo amplifikacijo izbranega gena. (5-7)  
Zaradi naključne integracije izbranega gena za ţelen protein v genom celic CHO dobimo 
izredno heterogeno populacijo z velikim številom različnih klonov. Za celoten proces 
selekcije in izbora stabilne in producirajoče celične linije je tako potrebnih od 6 do 12 
mesecev. Prav tako je ena izmed ovir majhno izraţanje vstavljenega gena, zato se 
uporabljajo različni pristopi za povečanje ekspresije. Eden izmed njih je, poleg klasičnega 
dodajanja promotorjev v ekspresijski vektor, optimizacija ekspresijskega vektorja z 
dodanimi sekvenčnimi zaporedji, ki se pripenjajo na matriks (angl. MARs – matrix 
attachment regions), ta zaporedja pa z ustvarjanjem kromatinskih zank povečajo 
transkripcijo vstavljenega gena. V vektor se lahko dodajo tudi regulatorne regije z 
demetiliranimi CpG otočki, ki ohranjajo kromatin v odprti obliki (angl. UCOE - 
Ubiquitous chromatin opening elements) in s tem povečajo dostopnost transkripcijskih 
faktorjev ter posledično tudi ekspresijo. S pomočjo razvoja tehnik urejanja genoma in vse 
širše bioinformatske analize genoma CHO, pridobljene s sekvenciranjem naslednje 
generacije, se uveljavljajo tudi metode, ki se usmerjajo na tarčno integracijo v potencialne 
genomske regije z namenom razvoja visoko producirajočih in stabilnih celičnih linij. (5, 8-
10)  
2 SEKVENCIRANJE NASLEDNJE GENERACIJE  
Sekvenciranje naslednje generacije (NGS), ki se nadalje deli na drugo in tretjo generacijo, 
omogoča masovno in vzporedno določevanje nukleotidnega zaporedja fragmentov DNA 
tudi več vzorcem hkrati. Z razvojem, zniţevanjem cen in vse večjo dostopnostjo je NGS 
odprl pot personalizirani medicini. V klinični praksi predstavlja NGS uporabno orodje za 
diagnostiko genskih bolezni, presejanje rakavih bolnikov in neinvazivna določanja 
anevplodij preko proste fetalne DNA ter določanja moţnosti zavrnitve organov po 
transplantaciji. (11, 12)  
Metode NGS se uporabljajo za številne namene, kot so sekvenciranje genoma, eksoma, 
transkriptoma, določevanja metilacijskega profila DNA ter za namen tarčnega 
sekvenciranja. Dve platformi sekvenciranja druge generacije, ki temeljita na kratkih 
sekvenčnih odčitkih (angl. reads), sta sekvenciranje z ligacijo in sekvenciranje s sintezo. 
Kljub naglemu napredku pa je točnost določitve posameznega nukleotida še vedno niţja 
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kot pri Sangerju. Poleg tega je genom zelo kompleksne narave in vsebuje številna 
ponavljajoča zaporedja ter strukturne variacije, ki jih s tehnologijo kratkih odčitkov teţje 
določimo, zato se je ţe razvila tretja generacija sekvenciranja. Medtem ko je pri metodah 
druge generacije sekvenciranja potrebno knjiţnico DNA pomnoţiti, da dobimo ustrezno 
ojačitev signala, pa tretja generacija sekvenciranja omogoča sekvenciranje daljših 
fragmentov DNA brez predhodnega pomnoţevanja knjiţnice DNA. (13-15)  
Visoka zmogljivost, sposobnost pridobivanja velike količine sekvenčnih podatkov, 
enostavnost uporabe ter relativno nizka cena na nukleotid so glavni razlogi, da je 
tehnologija proizvajalca Illumina, ki se posluţuje sekvenciranja s sintezo, priljubljen in 
široko uporabljen NGS sistem. (16) 
1.1 MiSeq sekvenator proizvajalca Illumina 
Pred sekvenciranjem na napravi MiSeq je potrebno pripraviti kvalitetno in z  
oligonukleotidnimi začetniki označeno knjiţnico DNA. Nextera kemija proizvajalca 
Illumina temelji na tagmentaciji DNA s pomočjo gensko modificirane Tn5 transpozaze, ki 
omogoča sočasno fragmentacijo in ligiranje sekvenčnih adapterjev v DNA (angl. 
tagmentation). Sledi veriţna reakcija s polimerazo (PCR), kjer se s pomočjo 
oligonukleotidov, komplementarnih vstavljenim sekvenčnim adapterjem, pomnoţi 
knjiţnica DNA. Tako se pridobi dovolj DNA za kvantifikacijo, prav tako pa se obogatijo 
regije, ki vsebujejo ustrezne sekvenčne adapterje. Istočasno poteče tudi označevanje 
knjiţnice DNA z indeksi ter s P5 in P7 oligonukleotidi, ki so komplementarni sekvenčnim 
oligonukleotidom na pretočni celici (slika 1). Preko P5 in P7 se namreč kasneje na pretočni 
celici tvori povezava, različni indeksi pa omogočajo unikatno označevanje knjiţnic DNA. 
Tako je na napravi MiSeq mogoče sekvencirati več različnih vzorcev, saj je po koncu 
sekvenciranja preko unikatnih kombinacij indeksov moţno identificirati, katero zaporedje 
pripada kateremu vzorcu. (16-18)  
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Slika 1: Postopek priprave knjižnice DNA z Nextera kemijo (prirejeno po (17)). 
Sledi čiščenje in preverjanje knjiţnice DNA z elektroforezo na čipih, kjer je pričakovana 
dolţina knjiţnice med 250 in 1000 baznih parov (bp), ter kvantifikacija in denaturacija 
knjiţnice. Za optimalno tvorbo skupkov na pretočni celici je bistvenega pomena pravilna 
ocena koncentracije knjiţnice, saj je od nje odvisna uspešnost sekvenciranja. (16) 
Nato na napravi MiSeq avtomatsko poteče premostitven PCR (angl. bridge amplification) 
preko komplementarne povezave med konci knjiţnice DNA ter imobiliziranimi 
oligonukleotidi, ki so v številnih kopijah gosto nanešeni na površini pretočne celice. Po 
koncu ciklov premostitvenega PCR in denaturacij dsDNA imamo na pretočni celici 
milijone prostorsko lociranih skupkov (angl. clusters) po pribliţno 1000 kopij posamezne 
molekule iz knjiţnice DNA. Sledi sekvenciranje s sintezo (angl. sequencing by synthesis), 
ki je sestavljeno iz ponavljajočih se ciklov dodajanja fluorescenčno označenih 
oligonukleotidov, slikanja in spiranja (slika 2). MiSeq omogoča branje sekvenčnega 
zaporedja z obeh koncev knjiţnice DNA (angl. pair-end sequencing), zaradi česar je v 
nadaljnji analizi prileganje odčitkov na referenco zanesljivejše in točnejše. (13, 16, 19)  
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Slika 2: Postopek formacije skupkov in sekvenciranja na pretočni celici (prirejeno po (20)) 
3 METODE DOLOČANJA ODPRTIH REGIJ KROMATINA 
Molekula DNA je v jedru celice organizirana v številne strukturne enote. Na dnu 
piramidne organizacije jedrskega genoma je dvovijačna DNA, sledi ji navijanje okoli 
histonov, ki se zaradi visokega deleţa pozitivno nabitih aminokislin, kot sta lizin in 
arginin, dobro prilegajo negativno nabiti DNA. Okoli nukleosoma, ki predstavlja kompleks 
histona in DNA, je navitih po 146 baznih parov DNA, med posameznimi nukleosomi pa je 
od 150 – 250 bp dolg DNA-distančnik. Naslednja stopnja v organizaciji genoma je 
povezava nukleosomov s pomočjo histona H1 v kromatinska vlakna, ta pa s tvorjenjem 
zank sestavljajo kromosom. (1) S to ureditvijo kromatin omogoča učinkovito pakiranje 
DNA v majhen volumen celice. (21) Ker so nukleosomi dinamične strukture, ki med 
prepisovanjem DNA spreminjajo konformacijo, takšna hierarhična ureditev genoma hkrati 
omogoča, da so neaktivne regije skrite, biološko aktivne regije, npr. promotorji, ojačevalci 
in preostali regulatorni elementi, pa dostopne transkripcijski mašineriji. (22) 
Pozicija nukleosomov skozi celoten genom ima pomembno regulatorno funkcijo, saj se s 
spreminjanjem njihove pozicije in vivo spreminja dostopnost vezavnih mest 
transkripcijskih faktorjev in posledično vpliv na procese, vezane na DNA, kot so 
transkripcija, replikacija, rekombinacija in popravljalni mehanizmi. Nukleosomska 
destabilizacija na mestih promotorjev in ojačevalcev je odraz specifične vezave 
regulatornih faktorjev, odgovornih za transkripcijo genov. Tkivno specifične regulatorne 
regije pa so odgovorne za tkivno specifično ekspresijo genov. (23-24) Tako odprte ali 
dostopne regije v genomu torej sluţijo kot primarne pozicije regulatornih elementov. 
MNase-seq, FAIRE-seq in ATAC-seq, opisane v nadaljevanju, so metode, s katerimi lahko 
Nika Tuta, Magistrska naloga 
Določanje odprtih regij kromatina v celicah CHO s transpozazo in sekvenciranjem naslednje generacije 
 
6 
 
direktno ali indirektno določamo odprte regije kromatina. Vsem je skupno to, da s pomočjo 
encimske ali kemične obdelave kromatina ločijo dostopne ali zaščitene regije od 
preostalega genoma. Sledi kvantifikacija s pomočjo sekvenciranja naslednje generacije 
(slika 3). (23)  
 
Slika 3: Prikaz metod za določanje odprtih regij kromatina (prirejeno po (25)) 
Kombinacija pozicije nukleosomov, modifikacij histonov in DNA ima pomembno vlogo v 
regulaciji genov in spremembah, ki se odvijajo na nivoju celičnih sprememb. Modifikacije 
na histonih, kot sta metilaciji H3K4me3 in H3K36me3, so povezane z vezavo proteinov, 
vpletenih v transkripcijo, metilaciji H3K9me3 in H3K27me3 pa sta markerja 
kondenziranega kromatina. (26) Metoda, ki preučuje spremembe na histonih in interakcije 
med proteini in DNA, se imenuje ChIP-seq. (21)  
Nika Tuta, Magistrska naloga 
Določanje odprtih regij kromatina v celicah CHO s transpozazo in sekvenciranjem naslednje generacije 
 
7 
 
3.1 Indirektne metode 
3.1.1 ChIP-seq 
Zlati standard določanja interakcij in vivo med proteini in DNA je imunoprecipitacija 
kromatina, ki ji sledi sekvenciranje naslednje generacije (angl. chromatin 
immunoprecipitation followed by next-generation sequencing). S pomočjo formaldehida 
poteče zamreţenost med DNA in proteini. Sledi liza celic in izolacija kromatinskih 
fragmentov iz jeder s pomočjo sonifikacije ali encimske razgradnje. Protitelesa proti 
specifičnim proteinom se uporabi za imunoprecipitacijo izbranih kompleksov. Sledi 
čiščenje DNA, ligacija označevalnih adapterjev za sekvenciranje, sekvenciranje naslednje 
generacije in prileganje odčitkov na referenčni genom za določitev vezavnih mest. (21, 27, 
28)  
Največja ovira te metode je potreba po specifičnih protitelesih, zato so raziskovalci 
omejeni samo na analizo ţe znanih proteinov in modifikacij histonov. (29) 
3.1.2 MNase-seq  
MNase-seq je indirektna metoda določanja dostopnosti kromatina, kjer encim 
mikrokokalna nukleaza razreţe prosto dostopno DNA. Sledi identifikacija mest, 
okupiranih z nukleosomi, s pomočjo sekvenciranja naslednje generacije. (25) 
Postopek vključuje fiksacijo kromatina s formaldehidom, kjer poteče zamreţenje med 
proteini in DNA, da se ohrani pozicija nukleosomov. Sledi celična liza in ekstrakcija 
kromatina ter obdelava z mikrokokalno nukleazo, ki je endo-ekso nukleaza, za katero je 
značilno, da razreţe prosto dostopno DNA med nukleosomi. Posledično se tako obogatijo 
regije DNA, okupirane z nukleosomi. Sledi čiščenje, kjer se odstranijo proteini, selekcija 
velikosti DNA s pomočjo gelske elektroforeze, kjer se večina raziskovalcev odloča za 
izolacijo mono-nukleosomalnih delov DNA, ter priprava knjiţnice DNA za sekvenciranje. 
(30)  
MNase-seq nam daje vpogled v pozicijo in zasedenost DNA s histoni in transkripcijskimi 
faktorji ter tako prispeva k razumevanju mehanizmov regulacije transkripcije preko vpliva 
kromatina. (31) Omejitve te metode pa vključujejo potrebo po večji količini vzorca (1-10 
milijonov celic), potrebo po precizni encimski titraciji ter razlike, ki jih ustvarja 
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mikrokokalna nukleaza zaradi večje nagnjenosti k rezanju predelov DNA, bogatih z 
adeninom in s timinom. (23, 25)  
3.2 Direktne metode  
3.2.1 FAIRE-seq 
FAIRE-seq (angl. formaldehyde-assisted isolation of regulatory elements followed by 
sequencing) je direktna metoda za določanje regij genoma, prostega nukleosomov. 
Najprej je bila metoda FAIRE uporabljena na organizmu Saccharomyces cerevisiae, kjer 
so s pomočjo mikromreţ identificirali dostopne regulatorne elemente. (32) Tudi ta metoda 
temelji na zamreţenju kromatina s formaldehidom. Histoni so izmed vseh proteinov v 
celičnem jedru najbolj dovzetni za obdelavo s formaldehidom in so posledično najbolj 
zastopani v tem profilu zamreţenosti. Sledi razgradnja DNA s sonificiranjem in ekstrakcija 
v sistemu fenol-kloroform, kjer kovalentno vezani kompleksi protein-DNA ostanejo v 
organski fazi, prosti fragmenti DNA pa v vodni fazi. (33) DNA fragmente lahko določimo 
z metodami, kot so qPCR, mikromreţe ali v zadnjem času najbolj pogosto uporabljeno 
metodo, sekvenciranje naslednje generacije (NGS). 
Prednosti te metode so, da ni potrebe po encimski titraciji, prav tako pa proste regije DNA 
niso razgrajene. V primerjavi z DNase-seq pa ima FAIRE-seq slabše razmerje signal-šum 
(angl. signal-to-noise ratio), kar oteţuje interpretacijo rezultatov. (23) 
3.2.2 DNaze-seq 
Hipersenzitivna mesta za DNazo I (angl. DNase I hypersensitive sites, DHS) so v 
preteklosti predstavljala eno izmed prvih učinkovitih metod za identifikacijo različnih vrst 
regulatornih elementov, kot so promotorji, ojačevalci, utiševalci in ostale kontrolne regije 
lokusov. (34) Začetni poskusi z DNazo I so namreč pokazali, da imajo aktivni geni 
spremenjeno kromatinsko konformacijo in so posledično bolj dostopni za razgradnjo z 
encimom. (35) Klasična metoda za določanje DHS je metoda Southern blot, ki je bila v 
preteklosti pogosto uporabljena, vendar njena nizka zmogljivost omogoča analizo le 
majhnega dela genoma na enkrat. (36) Z razvojem visokozmogljivih metod, kot je 
sekvenciranje naslednje generacije, je postala DNaze-seq zlati standard identifikacije 
aktivnih regulatornih regij kateregakoli organizma z znano sekvenco genoma. (23, 34) 
ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements) konzorcij je s pomočjo DNaze-seq poskusov 
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ustvaril ogromno bazo podatkov o celično-specifični dostopnosti kromatina v človeškem 
genomu in njihovo povezavo z gensko ekspresijo. (23, 37)  
DNaze-seq je direktna metoda, kjer se izolirana jedra izpostavi razgradnji z nizko 
koncentracijo DNaze, ki prednostno reţe na mestih DNA, prostih nukleosomov (DHS 
mesta). Sledi selekcija fragmentov DNA po velikosti z agarozno gelsko elektroforezo in 
priprava knjiţnice DNA za sekvenciranje. Potreba po velikem številu celic in optimizaciji 
titracije z DNazo, več stopenj priprave vzorca in razlike, ki jih ustvarja DNaza pri cepitvi 
DNA, so omejitve te metode. (23) 
3.2.3 ATAC-seq 
Metoda določanja dostopnosti kromatina s transpozazo in sekvenciranjem naslednje 
generacije - ATAC-seq (angl. assay for transposase accessible chromatin using 
sequencing) je najnovejša metoda določanja odprtih regij. Predhodno opisane metode v 
primerjavi z ATAC-seq potrebujejo veliko količino vhodnega materiala (več milijonov 
celic), kar velikokrat onemogoča direktne analize in vivo. Z gojenjem celic ex vivo pa 
lahko vplivamo na neznane poti epigenetike in rezultati ne odraţajo realnega stanja v 
organizmu. Poleg tega opisane metode vključujejo kompleksno pripravo vzorcev in niso 
sposobne hkrati določati tako dostopnosti kromatina kot tudi pozicije nukleosomov in 
vezavnih mest transkripcijskih faktorjev (angl. transcription factor footprint). (38) 
ATAC-seq temelji na uporabi modificirane bakterijske transpozaze Tn5 (TDE1, 
proizvajalca Illumina), ki ima dodane označevalne adapterje za sekvenciranje naslednje 
generacije. Ker transpozaza ne more dostopati do DNA, ki je vezana na histone ali 
področja, zasedena z vezanimi transkripcijskimi faktorji, integrira adapterje v odprte dele 
kromatina. Takšen proces istočasne fragmentacije DNA in ligacije označevalnih adapterjev 
imenujemo tagmentacija (angl. tagmentation). (24) (Slika 4) 
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Slika 4: Potek metode ATAC-seq 
Celoten postopek priprave knjiţnice DNA, ki se jih v nadaljevanju sekvencira, je sestavljen 
iz treh glavnih korakov, prikazanih na sliki 5. 
 
Slika 5: Postopek priprave knjižnice DNA 
Za razliko od DNaze-seq in FAIRE-seq, katerih protokola zajemata številne korake, se z 
metodo ATAC-seq znebimo korakov, kot so ligacija adapterjev za sekvenciranje, čiščenje 
DNA iz agaroznega gela in reakcije reverznega zamreţenja. Zato ATAC-seq omogoča 
pripravo vzorca v krajšem času in iz manjšega števila celic (Slika 6). 
 
Slika 6: Primerjava metod določanja odprtih regij glede na število celic in čas priprave 
vzorcev (prirejeno po (38)) 
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Buenrostro in sod. (2013) so na celični liniji humanih limfoblastov GM12878 prvi 
pokazali, da  z ATAC-seq dobijo razmerje signal-šum, ki je primerljivo z metodo DNaze-
seq in boljše od metode FAIRE-seq z uporabo 2-5x manjšega števila celic (Slika 7). (38) 
 
Slika 7: Primerjava odčitkov različnih metod določanja odprtih regij (prirejeno po (38)) 
Pokazali so dobro korelacijo intenzitet vrhov z rezultati DNaze-seq ter potrdili, da dobljeni 
rezultati niso posledica sekvenčnih preferenc transpozaze Tn5. Iz dolţin sekvenčnih 
odčitkov, pridobljenih s sekvenciranjem obeh koncev knjiţnice DNA, so opazili periodično 
distribucijo dolţin fragmentov vsakih 200 bp – nukleosomski vzorec (Slika 8). Dolţine 
fragmentov, manjših od 100 bp, predstavljajo DNA med posameznimi nukleosomi, vrh pri 
200 bp pa predstavlja DNA, ovito okoli 1 histona, kjer je Tn5 tagmentirala verigo DNA z 
obeh strani enega nukleosoma. Sledi padec intenzitet za daljše fragmente DNA, kar 
potrjuje domnevo, da odčitki ATAC-seq v največji meri predstavljajo regije odprtega 
kromatina. ATAC-seq nam torej daje vpogled v regije DNA, proste nukleosomov, ter v 
regije DNA, ki so vezane na enega, dva ali več histonov. (38) 
 
Slika 8: Distribucija dolžin fragmentov (prirejeno po (38)) 
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Ob dovolj veliki količini kvalitetnih odčitkov (nad 50 milijonov mapiranih odčitkov), je 
Buenrostro s sod. (2013) pokazal, da lahko, podobno kot z DNaze-seq, tudi z ATAC-seq 
določajo odtise transkripcijskih faktorjev (angl. transcription factor foot-printing). (22) 
Mesta, okupirana s transkripcijskimi faktorji, so namreč manj dostopna transpozazi. Na 
specifičnem vezavnem mestu za CTCF na kromosomu 1, ki je bil potrjen s ChIP-seq 
signalom na celični liniji GM12878, so opazili viden padec ATAC-seq odčitkov. Podobne 
rezultate so opazili tudi pri drugih transkripcijskih faktorjih, kar potrjuje dejstvo, da lahko 
informacije o okupiranosti DNA s proteini pridobimo iz ATAC-seq rezultatov. (38) 
Enostavna uporaba in robustnost metode ATAC-seq sta sproţili veliko zanimanja in 
nadaljnjih raziskav, v okviru katerih so izboljšali protokol ali mu dodali različne nove 
pristope ter tako izboljšali vrednost rezultatov. Corces in sod. (2016) so predstavili Fast-
ATAC, optimiziran protokol ATAC-seq za uporabo na krvnih celicah. S pomočjo pretočne 
citometrije s sortiranjem (angl. fluorescence-activated cell sorting - FACS), ATAC-seq in 
RNA-seq rezultatov, so predstavili ključne regulatorje hematopoeze. Dokazali so, da je 
mogoče s profilom dostopnosti kromatina bolje določiti celično identiteto, kot pa na nivoju 
mRNA. Raziskali so tudi profil dostopnosti kromatina v tumorskih celicah bolnikov z 
akutno mieloblastno levkemijo (AML), v katerem so potrdili ţe znane polimorfizme, 
povezane s to boleznijo, in pokazali spremembe epigenoma tekom razvoja bolezni. (39) 
Podobno študijo so izvedli Ackermann in sod. (2016), kjer so z integracijo metod FACS, 
ATAC-seq in RNA-seq določili celično-specifične profile dostopnega kromatina in 
pripadajočega transkriptoma v α- in β-celicah trebušne slinavke. Identificirali so 
potencialne cis-regulatorne elemente, ki uravnavajo celično specifičnost endokrinih celic 
ter potrdili polimorfizem posameznih nukleotidov, značilnih za sladkorno bolezen tipa 2. 
(40)  
Heterogenost celične populacije, še posebno tumorskega tkiva, predstavlja velik izziv pri 
diagnostiki in odzivu na zdravljenje zaradi različnih genotipov in epigenetskih stanj. (41) Z 
razvojem vse bolj natančnih metod za izolacijo in identifikacijo posameznih celic ter 
metod določanja regulatornih elementov so mogoče tudi podrobnejše analize celične 
variabilnosti. (18, 42) Pott in Lieb (2015) sta v preglednem članku predstavila dva pristopa 
scATAC-seq (single-cell ATAC-seq), ki sta ju neodvisno razvili dve ekipi raziskovalcev. 
(43) Prvi pristop, ki so ga uporabili Cusanovich in sod. (2015), temelji na označevanju 
jeder z indeksiranimi oligonukleotidi v dveh korakih, v kombiniciji z metodo FACS. Ta 
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strategija omogoča od 500 do 1500 unikatnih kombinacij posameznih celic. (44) 
Buenrostro in sod. (2015) pa so z mikrofluidno napravo izolirali posamezne celice, 
izolacijo potrdili z mikroskopom in jih nato tagmentirali v nanoliterski reakciji. Z obema 
pristopoma je torej mogoče dobiti vpogled v variacije med posameznimi celicami. (43) 
ScATAC-seq tako predstavlja orodje za epigenomsko analizo majhnih in redkih bioloških 
vzorcev in daje vpogled v procese diferenciacij in razvoja bolezni na nivoju posamezne 
celice. (18) 
Da je metoda ATAC-seq primerna tudi za zamrznjene vzorce, so pokazali Scharer in sod. 
(2016), ki so primerjali rezultate na sveţih in zamrznjenih limfocitih B in dobili primerljive 
rezultate. (45) Podobno so pokazali Corces in sod. (2017), ki so ATAC-seq modificirali za 
uporabo na zamrznjenem tkivu človeških moţganov. Uporabili so več detergentov za 
boljšo celično lizo, dodali korak spiranja po celični lizi, ter v reakcijo tagmentacije dodali 
PBS, s čimer so izboljšali končno razmerje signal-šum. Na tkivnem vzorcu hipokampusa 
od pacienta z Alzheimerjevo boleznijo, kjer ima hipokampus pomembno vlogo pri 
ustvarjanju spomina, so z ATAC-seq potrdili obogatitev odčitkov na regijah genoma, kjer 
so za to bolezen poznani polimorfizmi posameznih nukleotidov. (46) 
Da je ATAC-seq široko uporabna metoda, dokazujejo Lu in sod. (2016), ki so z njo 
okarakterizirali rastlinske celice, saj pomanjkanje protiteles za transkripcijske faktorje v 
rastlinskih vzorcih onemogoča uporabo metode ChIP-seq. (47) Chen in sod. (2016) pa so 
razvili ATAC-seq, kjer so transpozazi dodali fluorescenčne adapterje in tako omogočili 
vidno zaznavo odprtih regij s fluorescentno in situ hibridizacijo. (48) 
Določanje profila dostopnega kromatina z ATAC-seq predstavlja edinstven pristop k 
boljšemu razumevanju regulatornih programov, ki določajo fenotip celic in vivo. (24) 
Najzahtevnejši del te metode pa predstavlja bioinformatska analiza pridelanih sekvenčnih 
odčitkov, saj še ni vzpostavljenih točno določenih smernic za obdelavo podatkov, potrebna 
pa so tudi obširna bioinformatska in programerska znanja. (23, 49)  
3.3 Analiza podatkov NGS 
Prednost podatkov NGS je ironično tudi njihova slabost, saj ogromna količina podatkov 
oteţuje njihovo analizo, prav tako je potrebno veliko prostora za njihovo shranjevanje. Za 
analizo podatkov NGS so potrebna tako bioinformatska znanja kot znanja o genomiki za 
razumevanje strukture, organizacije in anotacije genoma. (11, 50)  
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Glede na pripravljene knjiţnice DNA in tip sekvenatorja sledita sekvenciranje in analiza 
sekvenčnih odčitkov. Čeprav obstaja velika izbira sekvenatorjev naslednje generacije, se 
večina raziskovalcev odloča za Illumino, saj ta omogoča veliko število sekvenciranih 
molekul (angl. tag count) na posamezen vzorec in omogoča različno dolţino – od 36 do 
300 bp - prebranih odčitkov (angl. tag length). Za določanje pozicij nukleosomov in 
vezavnih mest transkripcijskih faktorjev je potrebna višja pokritost genoma v primerjavi s 
pokritostjo genoma, ki je potrebna za določanje dostopnosti kromatina. (23) Od pokritosti 
referenčnega genoma, distribucije in kvalitete odčitkov je odvisno, v kakšni meri in kakšne 
informacije bomo uspeli pridobiti iz surovih podatkov. (11) 
Čeprav metode določanja odprtih regij uporabljajo različne pristope fragmentacij in 
obogatitev izbranih regij, so računalniške obdelave podatkov NGS za vse metode podobne 
in se zgledujejo po smernicah za računalniško analizo ţe vzpostavljene metode ChIP-seq. 
(51) Večina korakov analize, od prileganja odčitkov na referenčni genom do določanja 
obogatenih regij ali vrhov, je tako skupnih vsem metodam in so predstavljeni na sliki 9. 
(52, 49)  
 
Slika 9: Koraki analize podatkov NGS za določanje odprtih regij kromatina 
Široka dostopnost metod določanja odprtosti kromatina ne sme prevladati nad dejstvom, da 
so za pridobitev ponovljivih rezultatov med laboratoriji potrebne harmonizirane smernice. 
Velika izbira bioinformatskih algoritmov za prileganje odčitkov in določanje vrhov namreč 
ustvarja sistematične napake ter oteţuje ustvarjanje kakovostnih podatkovnih zbirk. (53)  
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4 SUPER OJAČEVALCI 
Ojačevalci so regulatorni elementi DNA, ki na daljavo – tudi do 50 kb stran od tarčnega 
gena - in neodvisno od njihove smeri, vplivajo na ekspresijo genov. (54) Predstavljajo 
vezavna mesta za transkripcijske faktorje, ki nato vplivajo na vezavo koaktivatorjev in 
RNA polimeraze. S pomočjo zvitja kromatina (kromatinske zanke) transkripcijsko 
mašinerijo pripeljejo do oddaljenih tarčnih genov, kjer sproţijo transkripcijo (slika 10). 
(55)  
 
Slika 10: Prikaz delovanja super-ojačevalcev (prirejeno po (55)) 
Aktivacija ojačevalcev sovpada s prisotnostjo metilacije lizina na mestu 4 histona H3 
(H3K4me1) ali acetilacije lizina na mestu 27 histona H3 (H3K27ac) ter z mesti, ki so 
občutljiva na razgradnjo z DNazo. Tipična sesalska celica vsebuje na tisoče aktivnih 
ojačevalcev. V sesalskem genomu so z različnimi visoko zmogljivimi metodami določili ţe 
preko 1,4 milijona ojačevalcev. (54, 56, 57)  
 
Slika 11: Razlika med klasičnim ojačevalcem in super-ojačevalcem (prirejeno po (58)) 
Medtem ko večina ojačevalcev zajema DNA segmente po par sto baz, so v več študijah 
opazili, da obstajajo regije, kjer so na določenih mestih v genomu prisotni skupki večih 
ojačevalcev (slika 11). Whyte in sod. (2013) so takšne skupke večih ojačevalcev prvi 
poimenovali super-ojačevalci (angl. super-enhancers) in v embrionalnih matičnih celicah 
miši (angl. mESC – murine embryonic stem cells) pokazali, da je njihov razpon velikosti 
več tisoč bp ter da imajo za razliko od običajnih ojačevalcev, super-ojačevalci bistveno 
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večjo afiniteto do mediatorskega kompleksa in transkripcijskih faktorjev Oct4, Sox2 in 
Nanog, ki so odgovorni za pluripotentnost mESC.  Da super-ojačevalci niso samo lastnost 
matičnih celic, so pokazali na celicah B, celicah T ter celicah miotubulov, kjer so našli 
super-ojačevalce locirane poleg celično specifičnih genov. (54) Hnisz in sod. (2013) so 
potrdili celično specifičnost super-ojačevalcev na različnih tumorskih celicah, kjer so 
opazili obogatitev super-ojačevalcev ob onkogenih, ki so potrebni za patogenezo raka. 
Tumorske celice imajo namreč spremenjeno ekspresijo, super-ojačevalci pa bi lahko v 
prihodnosti predstavljali biomarkerje za razlikovanje zdravih in tumorskih celic. (55, 56, 
59)  
Ni še popolnoma jasno, če super-ojačevalci predstavljajo svojo funkcionalno enoto, saj so 
Hay in sod. (2016) v mišjih eritroidnih celicah za primer sinteze α-globina pokazali, da je 
vpliv super-ojačevalcev bolj aditivne kot sinergistične narave. (60) Pojavlja pa se vedno 
več dokazov, da spremembe na področju super-ojačevalcev pomembno vplivajo na 
spremenjeno regulacijo genov, povezanih ne samo z rakavimi boleznimi, ampak tudi v 
povezavi z diabetesom, imunskimi in nevrodegenerativnimi boleznimi. Odkrili so namreč 
celo vrsto bolezensko specifičnih enonukleotidnih polimorfizmov v predelih super-
ojačevalcev. S tem se odpira nova veja v zdravljenju bolezni, kjer se ţe testira različne 
pristope, kot je uporaba inhibitorjev proteinov, ki se veţejo na super-ojačevalce. (58) 
4.1 Določanje super-ojačevalcev 
Obstajajo različni pristopi določanja super-ojačevalcev, od ChIP-seq analiz na različne 
transkripcijske proteine, koaktivatorje (mediator, p300) in histonske modifikacije 
(H3K27ac, H3K4me1) do določanja hipersenzitivnih mest za DNazo I (slika 12). (54, 61)  
 
Slika 12: Z različnimi pristopi določen ojačevalec gena miR-290-295 (prirejeno po (54)) 
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Ne glede na izbor metode pa je postopek obdelave podatkov in identifikacije super-
ojačevalcev enak za vse. Na sliki 13 je prikazan potek določanja super-ojačevalcev. 
Sestavljen je iz prileganja odčitkov na referenčni genom, sledi določanje vrhov in njihovo 
zdruţevanje v regije, ki so med seboj oddaljenje manj kot 12,5 kb. Nato se glede na signal 
izbranega parametra (npr. Med1, H3K27ac, ...) vrhove rangira na podlagi algoritma ROSE 
(angl. Rank Ordering of Super-enhancers). Vrednosti, ki se nahajajo desno od preloma 
krivulje, predstavljajo super-ojačevalce, ki so močno obogateni z izbranim parametrom. 
(56, 58)  
 
Slika 13: Postopek določanja super-ojačevalcev (prirejeno po (62),(56)) 
Whyte in sod. (2013) so pokazali, da je moţno določiti super-ojačevalce z metodo DNaze-
seq (54), Buenrostro in sod. (2013) pa so prikazali, da dajeta metodi DNaze-seq in ATAC-
seq podoben profil rezultatov. (38) Sklepamo torej, da je mogoče tudi z metodo ATAC-seq 
identificirali super-ojačevalce.   
Kljub temu da so v proizvodnji bioloških zdravil celice CHO eden izmed najpogosteje 
uporabljenih ekspresijskih sistemov, pa so s stališča epigenoma zelo slabo poznane. Edina 
študija, ki se je osredotočila na epigenom celic CHO, je bila izvedena s pomočjo metode 
ChIP-seq, kjer so Feichtinger in sod. (2016) določili lokacije 11 kromatinskih stanj znotraj 
genoma CHO. (63) Nihče pa v celicah CHO do sedaj še ni identificiral super-ojačevalcev. 
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2 NAMEN RAZISKAVE  
Namen magistrske naloge je implementacija metode ATAC-seq na ovarijskih celicah 
kitajskega hrčka (CHO). V okviru implementacije bomo optimizirali parametre metode 
ATAC-seq za pridobitev ustrezne knjiţnice DNA, primerne za sekvenciranje, in preverili, 
ali daje metoda ponovljive rezultate. V sklopu implementacije bomo testirali različne 
bioinformatske pristope in določili najbolj primeren referenčni genom CHO. 
V drugem sklopu naloge ţelimo z metodo ATAC-seq določiti stabilno odprte regije v 
genomu CHO, na različnih starševskih celičnih linijah in ob različnih časovnih točkah 
bioprocesa. Nadalje ţelimo iz odprtih regij identificirati super-ojačevalce in rezultate 
primerjati z epigenomsko analizo celic CHO, ki so jo izvedli Feichtinger in sod. (2016), ter 
tako ovrednotiti uporabo metode ATAC-seq za določevanje super-ojačevalcev. 
Hipoteze 
1. Metodo ATAC-seq bomo uspešno implementirani v celičnih linijah CHO 
1.1 Določili bomo optimalne parametre metode ATAC-seq  
1.2 Metoda ATAC-seq je ponovljiva 
2. Z metodo ATAC-seq lahko določimo odprte regije v celičnih linijah CHO 
2.1 V genomu CHO obstajajo regije, ki so stabilno odprte ob različnih časovnih točkah 
bioprocesa 
2.2 Iz odprtih regij genoma CHO, določenih z metodo ATAC-seq, je mogoče identificirati 
super-ojačevalce 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
Preglednica I: Seznam opreme 
Oprema Proizvajalec 
Agilent 2100 Bioanalyzer; naprava za elektroforezo na čipih Agilent Technologies, ZDA 
Centrifuga 5810 R in Minispin Eppendorf, Nemčija 
Fluorimeter Qubit 2.0 Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Hladilna omara MPR-721 Sanyo, Japonska 
Magnetno stojalo Dynal Invitrogen, ZDA 
MiSeq sekvenator Illumina, ZDA 
Mikrocentrifugirke 2,0 ml, 1,5 ml in 0,2 ml Eppendorf, Nemčija 
Mikrotitrske plošče s 384 jamicami Applied Biosystems, ZDA 
Nastavki za pipete s filtri Eppendorf, Nemčija 
Optična folija za plošče pred analizo Applied Biosystems, ZDA 
PCR Mastercycler pro S; naprava za pomnoţevanje PCR Eppendorf, Nemčija 
pH Meter 780 Metrohm, Švica 
Pipete Eppendorf Reference 0,5 – 1000 µl Eppendorf, Nemčija 
Pipetor Hirschmann, Nemčija 
Precizna tehtnica XP 205 DR/M Mettler Toledo, ZDA 
QuantStudio 7 Flex Real-time PCR  Applied Biosystems, ZDA 
Stripete 5 ml, 10 ml, 25 ml in 50 ml Corning Costar, ZDA 
Termomikser Comfort Eppendorf, Nemčija 
Vibracijski mešalnik Velp Scientifica, Italija 
Zamrzovalna omara MDF-U74V Sanyo, Japonska 
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3.1.2 Kemikalije in reagenti 
Preglednica II: Seznam kemikalij 
Kemikalija Proizvajalec 
Absolutni etanol Merck 
Agilent High Sensitivity DNA Kit Agilent technologies 
AMPure XP magnetne kroglice Beckman Coulter 
Fosfatni pufer pH 7.4 (PBS) Gibco 
IGEPAL CA-360 Sigma-Aldrich 
Magnezijev klorid (MgCl2) Merck 
MinElute PCR Purification kit Qiagen 
MiSeq Reagent  Kit v2, 50 cycles Illumina 
Natrijev hidroksid (NaOH) Merck 
Natrijev klorid (NaCl) Merck 
NEBnext High-Fidelity 2x PCR Master Mix New England Labs 
Nextera index kit Illumina 
PhiX control v3 Illumina 
Qubit dsDNA HS Assay Kit Invitrogen 
SYBR Green I (10,000x) Invitrogen 
Tagmentacijski DNA pufer (Nextera Library prep kit) Illumina 
TDE1 transpozaza (Nextera Library prep kit) Illumina 
Tris (hidroksimetil) aminometan hidroklorid Sigma 
Voda prosta nukleaz (angl. nuclease-free water) Ambion 
 
Preglednica III: Pripravljene raztopine 
Pripravljene raztopine Sestava 
Lizni pufer 
10 mM TrisHCl  pH 7.4], 10 
mM NaCl, 3 mM MgCl2, 0,1 % 
IGEPAL 
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3.1.3 Celična kultura 
Pri poskusih smo uporabljali suspenzijsko kulturo ovarijskih celic kitajskega hrčka (CHO) 
in sicer tri različne starševske celične linije, ki so bile adaptirane na rast v mediju brez 
seruma. Gojenje celičnih linij je bilo izvedeno v Celičnem laboratoriju v enoti 
Biofarmacevtike podjetja Lek, d.d. pod pogoji, ki so za posamezno celično linijo 
predpisani v Lek, d.d.   
V nadaljevanju smo jih poimenovali CHO_der3, CHO_der5 in CHO_der7 (der označuje 
derivat in to poimenovanje je prevzeto iz študije, ki jo je izvedla Blas na istem oddelku 
podjetja Lek, d.d. (64)) Celične kulture so bile predane v eksponentni fazi rasti (dan 3) in 
stacionarni fazi rasti (dan 7) skupaj s podatki o njihovi koncentraciji (št. viabilnih celic/ 
ml) (slika 14). 
 
Slika 14: Rastne krivulje celičnih kultur 
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3.2 Metode 
V sklopu magistrske naloge smo ţeleli implementirati metodo ATAC-seq na celicah CHO, 
določiti stabilno odprte regije in iz njih nadalje identificirati super-ojačevalce. Posluţili 
smo se različnih metod, opisanih v nadaljevanju, za boljšo preglednost nad laboratorijskim 
delom pa smo oblikovali shemo poteka dela (slika 15). 
 
Slika 15: Shema poteka dela 
3.2.1 Izolacija jeder 
Ustrezen volumen intaktne, homogene celične suspenzije, ki smo ga izračunali po enačbi 
1, smo odpipetirali v 1,5 ml mikrocentrifugirke.  
                             ]  
                          
                               [
                  
  ]
 
 
Enačba 1: Izračun volumna celične kulture 
Celično kulturo smo v predhodno ohlajeni centrifugi centrifugirali (500 rcf, 5 minut, 4 °C), 
odstranili supernatant in celični pelet sprali s 50 µl ohlajenega PBS pufra. Suspenzijo smo 
ponovno centrifugirali (500 rcf, 5 minut, 4 °C), odstranili supernatant in celični pelet neţno 
resuspendirali v 50 µl ohlajenega liznega pufra, ki kot neionski detergent povzroči lizo 
izolacija jeder tagmentacija 1. čiščenje PCR 
2. čiščenje 
fluorimetrično 
merjenje DNA 
elektroforeza 
na čipih 
sekvenciranje na 
aparatu MiSeq 
analiza 
rezultatov NGS 
določitev super-
ojačevalcev 
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celic. Vzorce smo centrifugirali (500 rcf, 10 minut, 4 °C), previdno odpipetirali supernatant 
in nadaljevali s tagmentacijo DNA. 
3.2.2 Tagmentacija DNA (angl. DNA tagmentation) 
Mikrocentrifugirke z izoliranimi jedri smo imeli ves čas na ledu in jedra takoj po izolaciji 
resuspendirali v reakcijski mešanici, ki je predstavljena v preglednici Ⅳ. Ker nas je 
zanimalo, ali bo pričakovan nukleosomski vzorec knjiţnice DNA res posledica obdelave 
DNA s transpozazo, smo kot negativno kontrolo izvedli reakcijo brez encima. Prav tako 
nas je zanimalo, kakšno knjiţnico DNA dobimo, če kot matrico vzamemo izolirano in od 
histonov očiščeno DNA, zato so v preglednici Ⅳ opisani vsi poskusi.  
Za reakcijsko mešanico tagmentacije izolirane gDNA smo se drţali originalnih navodil 
proizvajalca in umerili izolirano gDNA na koncentracijo 2,5 ng/µl. (17) 
Preglednica IV: Reakcijska mešanica tagmentacije DNA 
 Vzorci CHO  Negativna kontrola 
V NN 
Izolirana gDNA CHO 
voda prosta nukleaz 22,5 µl 25 µl 20 µl izol.gDNA s konc. 
2,5 ng/µl 
*tagmentacijski DNA pufer 25 µl 25 µl 25 µl 
*TDE1 transpozaza 2,5 µl / 5 µl 
*Del kita Nextera library prep (Illumina). 
Reakcijske mešanice smo inkubirali 30 minut na 37°C. 
Takoj po inkubaciji smo vzorce očistili s kitom MinElute PCR (Qiagen) po predpisanih 
navodilih proizvajalca. (65) Tagmentirano DNA smo eluirali v 10 µl priloţenega 
elucijskega pufra (10 mM Tris, pH 8.0) in nadaljevali z veriţno reakcijo s polimerazo 
(PCR). 
3.2.3 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Reakcijske mešanice smo pripravili v 0,2 ml mikrocentrifugirkah in vzorce najprej 
pomnoţili z začetnimi 5 cikli pomnoţevanja. 
Modificiran Nexterin oligonukleotid Ad1_noMx in modificiran Nexterin oligonukleotid 
Ad1_2 z dodanim indeksom smo iz originalne 100 μM razredčine redčili do koncentracije 
25 μM v NFW. Sekvence oligonukleotidov, ki smo jih pridobili iz prilog Buenrostrovega 
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članka (38), so prikazane v preglednici Ⅴ. Pripravo reakcijske mešanice PCR prikazuje 
preglednica Ⅵ. 
Preglednica V: Nukleotidna zaporedja oligonukleotidov 
 Oligonukleotid Sekvenca (P5, Adapter 1, P7, Index N701, Adapter 2)  
 
Ad1_noMx AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCGTCGGCAGCGTCAGATGTG 
Ad1_2 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCGCCTTAGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT 
 
Preglednica VI: Priprava reakcijske mešanice 
Komponenta Volumen za reakcijo [µl] 
Tagmentirana DNA 10 
Voda prosta nukleaz 10 
Ad1_noMx [25 µM] 2,5 
Ad1_2 [25 µM] 2,5 
NEBnext High-Fidelity 2x PCR Master mix 25 
Skupaj 50 
 
Tako pripravljene vzorce smo pomnoţili na napravi PCR Mastercycler pro S (Eppendorf) 
po programu, navedenem v preglednici Ⅶ. 
Preglednica VII: Temperaturni program 1 
Stopnja programa Temperatura [°C] Čas Namen koraka 
1 72 5 minut Začetno podaljševanje 
2 98 30 sekund Začetna denaturacija 
3 98 10 sekund Denaturacija 
4 63 30 sekund Prileganje  
5 72 1 minuta Podaljševanje  
6 Stopnja 3-5, 5 ponovitev 
 
Za oceno optimalnega števila ciklov PCR smo izvedli stransko reakcijo kvantitativnega 
PCR (angl. quantitative PCR; qPCR), saj smo ţeleli pridobiti minimalno pomnoţeno in 
kakovostno knjiţnico DNA ter tako ustaviti reakcijo PCR pred nasičenjem. Metoda qPCR 
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temelji na kontinuiranem merjenju fluorescence, ki jo oddaja barvilo SYBR Green I ob 
vezavi v dvoveriţno DNA v fazi podaljševanja.  
SYBR Green I (10,000x) smo stopenjsko redčili v NFW, da smo dobili 100x SYBR Green 
I. K 5 µl predhodno pomnoţeni knjiţnici DNA smo dodali komponente, prikazane v 
preglednici Ⅷ, in reakcijske mešanice nanesli na mikrotitrsko ploščico s 386 jamicami. 
Kot negativno kontrolo (NTC) smo zraven nanesli reakcijsko mešanico, kjer smo namesto 
matrične DNA (knjiţnice DNA) dodali vodo. 
Preglednica VIII: Priprava reakcijske mešanice za PCR v realnem času 
Komponenta Volumen [µl] 
Pomnoţena knjiţnica DNA 5 
Voda prosta nukleaz 4,41 
Ad1_noMx [25 µM] 0,25 
Ad1_2 [25 µM] 0,25 
100x SYBR green I 0,09 
NEBnext High-Fidelity 2x PCR Master mix 5 
Skupaj 15 
Ploščico s 386 jamicami z reakcijskimi mešanicami smo nato prenesli na napravo 
QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR (Applied biosystems) in nastavili program, ki je 
naveden v preglednici Ⅸ. 
Preglednica IX: Temperaturni program 2 
Stopnja programa Temperatura [°C] Čas Namen koraka 
1 98 30 sekund Začetna denaturacija 
2 98 10 sekund Denaturacija 
3 63 30 sekund Prileganje  
4 72 1 minuta Podaljševanje  
5 Stopnja 2-4, 20 ponovitev 
 
Na dobljenem amplifikacijskem grafu fluorescence reporterja (Rn) v odvisnosti od števila 
ciklov smo grafično odčitali število ciklov (N) na ¼ višine maksimalne intenzitete za vsak 
posamezen vzorec (slika 16), kot so to storili Buenrostro in sod. (2015). (22) 
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Slika 16: Primer določanja števila ciklov iz amplifikacijske krivulje (prirejeno po (22)) 
Preostanek posameznega vzorca (45 µl) smo na napravi PCR Mastercycler pro S 
(Eppendorf) do konca pomnoţili z ustreznim številom PCR ciklov po enakem programu, 
kot je naveden v preglednici Ⅸ, le s spremenjenim številom ponovitev amplifikacij. 
3.2.4 Čiščenje produkta PCR z magnetnimi kroglicami 
Za sekvenciranje knjiţnice DNA, pripravljene s kemijo Nextera, Illumina priporoča 
knjiţnice velikosti od 200 bp do 1 kb za optimalno tvorjenje skupkov, zato smo se odločili 
za dvostransko čiščenje pomnoţkov PCR z magnetnimi kroglicami AMPure XP. Magnetne 
kroglice so pozitivno nabite in reverzibilno veţejo nase negativno nabite nukleinske 
kisline. Od razmerja med volumnom magnetnih kroglic AMPure XP in volumnom vzorca 
je odvisno, v kakšni meri in kateri fragmenti se bodo vezali na kroglice.  
45 µl pomnoţkov PCR smo prenesli v 1,5 ml mikrocentrifugirke in dodali 0,5x volumen 
pomnoţkov (22,5 µl) dobro premešanih magnetnih kroglic AMPure XP, 10x premešali s 
pipeto in inkubirali 10 minut. Fragmenti, večji od 1 kb, so se vezali na magnetne kroglice 
AMPure XP. (66) Mikrocentrufugirke smo postavili na magnetno stojalo Dynal, inkubirali 
5 minut in supernatant prenesli v nove 1,5 ml mikrocentrifugirke. Dodali smo 1,3x 
volumen pomnoţkov (58,5 µl), kar predstavlja končno 1,8x razmerje glede na pufer 
magnetnih kroglic in volumen pomnoţkov, s katerim povzročimo vezavo fragmentov, 
večjih od 100 bp, na magnetne kroglice AMPure XP. (66, 67) Mešanico smo 10x 
premešali s pipeto, inkubirali 10 minut in mikrocentrifugirke prestavili na magnetno stojalo 
za 5 minut. Odstranili smo supernatant, vzorce sprali s sveţe pripravljenim 80 % etanolom, 
odpipetirali etanol in vzorce sušili 10 minut. Očiščeno DNA smo nato eluirali v 20 µl 
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NFW. Vzorce smo resuspendirali z 10x mešanjem s pipeto ter inkubirali 5 minut na 
magnetnem stojalu in eluirano DNA prenesli v novo 1,5 ml mikrocentrifugirko. Celoten 
postopek čiščenja je prikazan na sliki 17. 
 
Slika 17: Postopek čiščenja DNA z magnetnimi kroglicami (prirejeno po (66)) 
3.2.5 Fluorimetrično merjenje koncentracij 
Koncentracijo očiščene dvoveriţne DNA (dsDNA) smo izmerili z reagenčnim kompletom 
Qubit dsDNA HS na fluorimetru Qubit 2.0 (Thermo Fisher) po navodilih proizvajalca. 
Naveden komplet vsebuje barvilo, ki fluorescira ob vezavi v dsDNA. (68) 
3.2.6 Elektroforeza na čipih 
Kontrolo pripravljenih knjiţnic DNA smo izvedli z elektroforezo na čipih na napravi 
Agilent 2100 Bioanalyzer, ki elektroforetsko loči fragmente DNA in nam poda dolţine 
fragmentov DNA v obliki elektroferograma. Uporabili smo reagente kompleta Agilent 
High Sensitivity DNA, pripravo vzorcev in analizo na napravi smo izvedli po navodilih 
proizvajalca. (69) 
S programom 2100 Expert (Agilent technologies) smo vizualno ocenili kvaliteto knjiţnic 
DNA in odčitali njihovo povprečno dolţino. 
3.2.7 Končna priprava knjižnic DNA in reagentov za sekvenciranje na 
napravi MiSeq 
Za vsak posamezen vzorec smo iz koncentracije, ki smo jo izmerili na napravi Qubit, in 
povprečne dolţine knjiţnice DNA, ki smo jo odčitali iz elektroferograma, izračunali 
molarnost po enačbi 2. 
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Enačba 2: Izračun molarnosti knjižnice DNA 
Nato smo vse vzorce ustrezno redčili z NFW do 2 nM knjiţnice DNA. Nadaljevali smo z 
denaturacijo in redčenjem knjiţnic po navodilih proizvajalca Illumina, ki so specifična za 
pripravo vzorcev pred nanosom na napravo MiSeq (Illumina). Drţali smo se Protokola A 
in pripravili 10 pM končne knjiţnice DNA. (70) 
Za vsak vzorec smo uporabili svoj komplet reagentov MiSeq v2 50 cycles in svojo 
standardno pretočno celico, saj smo potrebovali čim večje število odčitkov na vzorec. 
Vsaki knjiţnici DNA smo dodali 1 % kontrole PhiX in zagnali sekvenciranje na napravi 
MiSeq (Illumina) po navodilih proizvajalca. (71) Na napravi MiSeq je avtomatsko potekla 
sinteza skupkov DNA in določanje nukleotidnega zaporedja s sintezo iz obeh strani koncev 
knjiţnice DNA. 
3.2.8 Analiza rezultatov NGS 
Pred nadaljnjim procesiranjem odčitkov je bistvenega pomena, da se preveri uspešnost 
sekvenciranja in kvaliteto pridobljenih odčitkov, saj so od tega odvisni končni rezultati 
bioinformatske analize. (51) S programom Sequencing Analysis Viewer (SAV) smo na 
napravi MiSeq potrdili uspešnost sekvenciranja s preverjanjem % kontrole PhiX in 
ustreznega števila nastalih skupkov. Kakovost dobljenih odčitkov smo preverili na grafu 
distribucije kvalitete odčitkov in toplotnega grafa (angl. heatmap) Q vrednosti glede na 
cikle sekvenciranja. Prav tako nam naprava MiSeq avtomatično odstrani sekvenčne 
adapterje in rezultate poda v FASTQ formatu. 
3.2.8.1 Analiza z računalniškim programom CLC genomics 
Za analizo rezultatov smo uporabili računalniški program CLC Genomics Workbench 10.0 
(Qiagen), ki se na oddelku Celična in molekularna biologija, Lek, d.d., uporablja za 
obdelavo rezultatov NGS.   
Najprej smo ţeleli izbrati, kateri izmed referenčnih genomov CHO je najprimernejši za 
naše vzorce, zato smo odčitke prilegali na 3 prosto dostopne reference: CriGri_1.0 
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(GCA_000223135.1), Cgr1.0 (GCA_000448345.1) in CHOK1GS_HDv1 
(GCA_900186095.1), ki smo jih pridobili na spletni strani NCBI (72) in Ensembl (73). 
Odčitke smo prilegali s prednastavljenimi nastavitvami z razliko dveh parametrov: length 
fraction smo zvečali iz 0,5 na 0,9 in tako bolj izostrili pogoj prileganja odčitkov ter 
uporabili ignore funkcijo, s katero program zavrţe vse odčitke, ki prilegajo na več kot eno 
mesto v genomu. Nadaljevali smo z odstranitvijo duplikatov s prednastavljenimi 
nastavitvami ter določili obogatene regije oziroma vrhove (angl. peaks) s funkcijo 
Transcription Factor ChIP-Seq s kriterijem p < 0,05. Za določanje vrhov iz sekvenčnih 
odčitkov metode ATAC-seq ta program še nima vzpostavljenega orodja, se pa zaradi 
podobnosti rezultatov metod postopa enako kot pri analizi ChIP-seq rezultatov. (51) 
Celoten potek analize, izveden v programu CLC Genomics Workbench 10.0, je prikazan 
na sliki 18. 
 
Slika 18: Shema poteka analize v programu CLC Genomics 
Nato smo s spletnim orodjem Galaxy (74) in funkcijami Operate on genomic intervals za 
vsak vzorec zdruţili vrhove, ki so med seboj narazen manj kot 12,5 kb (prikaz nastavitev v 
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spletnem orodju Galaxy je predstavljen v prilogi 1) ter določili lokacijo vseh vrhov znotraj 
vseh vzorcev.  
3.2.8.2 Analiza z računalniškim programom Array (OmicSoft) 
Ker računalniški program CLC Genomics ne omogoča določanja vrhov z orodjem MACS 
(angl. model-based analysis of ChIP-seq), smo se odločili izvesti analizo na izbranem 
referenčnem genomu še v programu Array (OmicSoft), ki to orodje vsebuje. MACS je 
namreč v literaturi najbolj uporabljeno orodje za določanje vrhov pri metodi ATAC-seq, v 
svojih smernicah za analizo ga svetuje tudi konzorcij ENCODE. (49, 75) Orodje MACS je 
bilo sprva zasnovano za detekcijo vrhov pri metodi ChIP-seq in predstavja empirični 
model določevanja mest transkripcijskih faktorjev in histonskih modifikacij. Na podlagi 
dinamične Poissonove distribucije algoritem prepoznava med resnično pozitivnimi in laţno 
pozitivnimi obogatenimi regijami v genomu, zaradi česar ga odraţa robustna predikcija. 
(76) Uporabili smo privzete nastavitve za prileganje odčitkov na referenčni genom ter 
uporabili orodje MACS za določanje vrhov. MACS avtomatično odstrani duplikate, dodali 
pa smo še kriterij Exclude multi-reads, kjer algoritem vrhove določi samo na podlagi 
unikatnih odčitkov.  
Rezultate smo s spletnim orodjem Galaxy obdelali, kot je opisano v poglavju 3.2.8.1. 
3.2.8.3 Določanje super-ojačevalcev 
Iz vrhov, ki smo jih pridobili z obema programoma, smo ţeleli določiti super-ojačevalce. 
To smo storili na enak način, kot je bil predstavljen v poglavju 4.1 in shematsko prikazan 
na sliki 13. Po zdruţitvi vrhov v spletnem orodju Galaxy smo posamezne regije rangirali 
glede na izbran parameter, podan s strani programa. V primeru programa CLC Genomics 
je bil ta parameter vrednost na podlagi oblike vrha - PSS (angl. peak shape score), pri 
programu Array pa parameter Fold enrichment. Izrisali smo graf, kot je prikazan na sliki 
19. Pred tem smo vrednosti x in y spremenljivk pretvorili na isto skalo in naklon premice 
računali iz premikajočega povprečja spremenljivke y (PSS ali Fold enrichment). Točko 
preloma je predstavljalo mesto, kjer je naklon premice postal enak 1. Vse regije, ki so se 
nahajale nad točko preloma, smo označili kot super-ojačevalce.  
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Slika 19: Določanje super-ojačevalcev iz vrhov, rangiranih po izbranem parametru 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 Implementacija metode ATAC-seq za analizo genoma CHO 
4.1.1 Optimizacija parametrov pri pripravi knjižnic DNA  
Eden izmed kritičnih parametrov za uspešnost metode ATAC-seq je razmerje med 
številom celic in transpozazo, ki se lahko precej razlikuje glede na tip uporabljenih celic. V 
primeru premajhnega števila celic bo transpozaza preveč tagmentirala DNA (angl. over-
tagmentation) in tako ustvarjala tudi fragmente, ki ne bodo odraţali samo odprtih delov 
kromatina in bodo posledično oteţevali interpretacijo rezultatov. V primeru prevelikega 
števila celic pa bo vzorec premalo tagmentiran (angl. under-tagmentation) in nastajalo bo 
več daljših fragmentov, ki jih je teţko sekvencirati. (22) 
Za ta namen smo testirali 5x 10
3
, 5x 10
4
, 5x 10
5
 in 5x 10
6
 celic na vzorcu CHO_der7, 
volumnov ostalih reagentov v reakcijskih mešanicah pa nismo spreminjali. Pri količini 5x 
10
6
 celic smo v reakcijski mešanici tekom priprave opazili oborjene skupke, kar je bil 
znak, da je celic bistveno preveč in zatorej nismo nadaljevali s pripravo knjiţnice DNA. Pri 
količini 5x 10
5
 celic nismo uspeli dobiti ustreznega nukleosomskega vzorca knjiţnice 
DNA, kot so ga dobili Buenrostro in sod. (2015). (22) Na sliki 20 je prikazana knjiţnica 
DNA, ki je bila tagmentirana na 5x 10
5
 celic. Opazimo lahko, da imamo veliko dolgih 
fragmentov  in da je vzorec premalo tagmentiran, kar je posledica prevelikega števila celic. 
 
Slika 20: Elektroferogram premalo tagmentirane knjižnice DNA 
Ugotovili smo, da najboljši nukleosomski vzorec dobimo pri 5x10
4
 celic (slika 21).  
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Slika 21: Elektroferogram ustrezno tagmentirane knjižnice DNA 
Na elektroferogramu vrh pri 35 bp predstavlja spodnji marker, vrh pri 1030 bp pa zgornji 
marker. Naslednji vrh pri pribliţno 60 bp je posledica tvorjenja dimera oligonukleotidov, 
ki se ga tekom čiščenja knjiţnice DNA nismo popolnoma znebili. Nato je opazen prvi vrh  
pri 180 bp, ki predstavlja odprte regije kromatina med nukleosomi, kjer je transpozaza 
tagmentirala znotraj DNA-distančnika. Naslednji vrh pri pribliţno 300 bp ponazarja 
fragmente, kjer je transpozaza rezala na obeh straneh enega nukleosoma. DNA se namreč 
okoli histona zavije s 147 bp (1), tekom priprave knjiţnice DNA pa je zraven dodanih še 
105 bp sekvenčnih adapterjev. Večji fragmenti predstavljajo primere, kjer je transpozaza 
rezala na daljši razdalji v genomu. 
Ker nas je zanimalo, ali je nukleosomski vzorec res posledica obdelave kromatina s 
transpozazo, smo izvedli tagmentacijo izolirane genomske DNA vzorca CHO_der7 (slika 
22 levo), zraven pa smo kot negativno kontrolno reakcijo izvedli tudi tagmentacijo brez 
dodanega encima (slika 22 desno) in po protokolu pripravili knjiţnice. 
 
Slika 22: Elektroferogram tagmentirane izolirane gDNA (levo) in negativne kontrole (desno) 
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Na sliki 22 vidimo, da ima knjiţnica, pripravljena iz izolirane gDNA, drugačen 
elektroferogram brez opaznega nukleosomskega vzorca. Pri negativni kontroli pričakovano 
ni prisotnih fragmentov DNA, saj ni bilo encima, ki bi tagmentiral DNA. Posledično  
tekom PCR reakcije ni prišlo do pomnoţevanja, s čiščenjem po protokolu pa smo odstranili 
nerazgrajeno DNA. Na elektroferogramu  je viden samo vrh pri 64 bp, ki je opazen tudi pri 
ostalih elektroferogramih, in je posledica tvorjenja oligonukleotidnih dimerov. 
Po sekvenciranju prvega testnega vzorca CHO_der7 smo opazili, da 70 % odčitkov 
predstavljajo PCR-duplikati. Ker smo ţeleli zniţati procent duplikatnih odčitkov, smo se 
odločili dodatno optimizirati število ciklov PCR in pridobiti minimalno pomnoţene 
knjiţnice DNA. Ugotovili smo, da dobimo še vedno dovolj DNA, če število ciklov – 
določenih po protokolu - zmanjšamo za dodatna 2 cikla. Tako smo vse vzorce, ki so bili 
kasneje uporabljeni v analizi določanja odprtih regij, pomnoţili z N-2 številom ciklov 
PCR, kjer N predstavlja število ciklov na ¼ višine maksimalne intenzitete (slika 23).  
 
Slika 23: Določanje števila ciklov iz amplifikacijske krivulje 
4.1.2 Indikatorji uspešnega sekvenciranja 
Vsi vzorci so bili uspešno sekvencirani, saj je na pretočni celici nastala ustrezna gostota 
gruč (povprečno 1412 K/mm
2
). Za vsak vzorec smo preverili graf distribucije kvalitete 
odčitkov (slika 24) in toplotnega grafa Q vrednosti glede na cikle sekvenciranja (priloga 2).  
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Slika 24: Reprezentativni graf distribucije kvalitete odčitkov 
Q vrednost podaja kvaliteto baze, določene v zaporedju, in stopnjo napake zaporedja. 
Večja kot je stopnja napake, niţja je Q vrednost. Za zanesljivo analizo ţelimo imeti čim 
več baz z vrednostjo Q30 in več, saj Q30 predstavlja verjetnost pravilno določenega 
nukleotida v 99,9 %. (77) Pri vseh vzorcih smo s sekvenciranjem pridobili več kot 90 % 
odčitkov nad vrednostjo Q30, zato so vsi podatki uporabni za nadaljnje bioinformatske 
analize. Rezultati za vzorce, ki smo jih kasneje uporabili za določanje odprtih regij, so 
predstavljeni v kasnejših poglavjih. 
4.1.3 Izbor referenčnega genoma 
Z razvojem sekvenciranja naslednje generacije se je pospešil razvoj genomike, kar se kaţe 
v številnih objavljenih sesalskih genomih. (78) Xu in sod. (2012) so objavili prvi genom 
celične linije CHO-K1 (oznaka reference CriGri_1.0), čez dve leti pa so Lewis in sod. 
(2013) objavili podatke o genomu samice kitajskega hrčka in pokazali, da sta si genoma, 
kljub velikemu številu strukturnih razlik, po številu anotiranih genov in z 99 % ujemanjem 
pričakovano zelo podobna. (7),(4) Brinkrolf in sod. (2013) so predstavili podatke genoma 
celične linije CHO 17A/GY (oznaka reference Cgr1.0), pridobljene s sekvenciranjem 
kromosomov, izoliranih s pretočnim citometrom s sortiranjem. (78) Leta 2017 je podjetje 
Horizon Discovery v sodelovanju s Sanger Institute in Eagle Genomics s pomočjo obseţne 
bioinformatske analize objavilo celotno sekvenco genoma njihove komercialno dostopne 
celične linije GS Knock-Out CHO K1 (oznaka reference CHOK1GS_HDv). (79) 
Ţeleli smo izbrati referenčni genom, ki je najprimernejši za naše vzorce in na katerega se 
prilega največ odčitkov, zato smo odčitke vzorca CHO_der7 prilegali na 3 zgoraj 
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omenjene reference (CriGri_1.0, Cgr1.0 in CHOK1GS_HDv) po postopku, opisanem v 
poglavju 3.2.8.1 Analiza z računalniškim programom CLC genomics. V preglednici Ⅹ so 
prikazani deleţi prileganja na posamezne referenčne genome. 
Preglednica X: Prileganje odčitkov na različne referenčne genome 
Referenca CriGri_1.0 Cgr1.0 CHOK1GS_HDv 
Delež vseh prileganih odčitkov 
[%] 
(CHO_der7_replikat 1) 
75,02  79,00 98,43 
Iz preglednice Ⅹ je razvidno, da so se odčitki v najmanjšem deleţu prilegali na referenco 
CriGri_1.0, nekoliko bolje na referenco Cgr1.0, na referenčni genom CHOK1GS_HDv pa 
kar v 98,43 %. Predpostavljamo, da so naši odčitki enakomerno razporejeni po celotnem 
genomu, saj je transpozaza naključno rezala povsod v odprtih regijah kromatina, zato  
rezultati nakazujejo na to, da je objavljena sekvenca genoma podjetja Horizon Discovery 
najbolj celovito določena. Poleg tega jo odraţa tudi uporabnost z vidika preučevanja 
genov, saj je Eagle Genomics v tej liniji dobro dodelal anotacijo genov, spletno orodje 
Ensembl pa omogoča interaktivno grafično brskanje po tem genomu. (73)  
Kljub številnim prerazporeditvam, značilnim za genom celic CHO, do katerih prihaja 
zaradi adaptacij na brezserumsko gojišče in dolgotrajnega gojenja v selekcijskih pogojih 
(80), se je CHOK1GS_HDv izkazala kot dobra referenca, zato smo jo izbrali za 
bioinformatske analize v nadaljevanju.  
4.1.4 Rezultati optimizacije metode ATAC-seq 
Po uspešnem sekvenciranju smo odčitke vzorca CHO_der7 prilegali na izbran referenčni 
genom (CHOK1GS_HDv) in podatke analizirali, kot je opisano v poglavju 3.2.8.1 Analiza 
z računalniškim programom CLC genomics. 
Deleţ duplikatnih odčitkov je tokrat predstavljal 50 %, kar je še vedno velik deleţ, smo ga 
pa uspeli z zmanjšanjem števila ciklov PCR zniţati iz 70 %, kot smo jih dobili na prvem 
testnem vzorcu brez optimizacije števila PCR ciklov (predstavljeno v poglavju 4.1.1). 
V poročilu, ki ga po prileganju poda program CLC genomics, je prikazan tudi graf z 
distribucijo dolţin fragmentov. Ker smo sekvencirali knjiţnico DNA iz obeh strani koncev 
posameznih fragmentov, ki jih je ustvarila transpozaza, lahko program avtomatično zdruţi 
Nika Tuta, Magistrska naloga 
Določanje odprtih regij kromatina v celicah CHO s transpozazo in sekvenciranjem naslednje generacije 
 
37 
 
podatke odčitka iz leve in desne strani ter določi, kakšna je celokupna dolţina 
posameznega fragmenta (slika 25). 
 
Slika 25: Prikaz sekvenciranja iz obeh koncev fragmenta 
Na sliki 26 je prikazan graf distribucije dolţin fragmentov. Program avtomatsko odstrani 
sekvenčne adaptorje in tako dolţine, predstavljene na grafih, ponazarjajo dejanske dolţine 
fragmentov, ki so nastali ob cepitvi DNA s transpozazo. 
 
Slika 26: Graf distribucije dolžin fragmentov  
Največji deleţ fragmentov je manjših od 100 bp, kar zopet potrjuje predpostavko, da z 
metodo ATAC-seq v največji meri določimo odprte regije, ki se nahajajo med dvema 
nukleosomoma. Tako kot so Buenrostro in sod. (2013) na njihovih vzorcih opazili 
naslednji izstopajoč vrh pri pribliţno 200 bp (slika 8), smo to potrdili tudi mi. Gre namreč 
za fragmente, kjer naj bi transpozaza tagmenitrala na vsaki strani enega nukleosoma.  
Ko smo uspešno implementirali metodo ATAC-seq in izbrali referenčni genom, smo 
pripravili končne knjiţnice DNA za vzorce, ki smo jih uporabili pri preverjanju 
ponovljivosti metode in določanju odprtih regij ter so shematsko predstavljeni na sliki 27. 
Gre za tri različne starševske celične linije CHO, iz katerih smo v dveh časovnih točkah 
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(na dan 3 in na dan 7) pripravili knjiţnice DNA, saj smo ţeleli poiskati regije, ki so 
stabilno odprte tekom bioprocesa in znotraj vseh celičnih linij. Za preverjanje ponovljivosti 
metode pa smo pri vzorcu CHO_der 7 pripravili dve ločeni knjiţnici. 
 
Slika 27: Shema analiziranih vzorcev 
Rezultati sekvenciranj, kot so dobljeno število odčitkov in deleţ odčitkov nad Q30, so 
prikazani v preglednici Ⅺ. Prav tako je v tabeli predstavljen deleţ prileganja na referenčni 
genom in deleţ duplikatov. Podatki so pridobljeni iz programov Sequencing Analysis 
Viewer  in CLC genomics. 
Preglednica XI: Rezultati sekvenciranja vseh analiziranih vzorcev 
Vzorec 
CHO_der3 
3 dni 
 
CHO_der5 
3 dni 
 
CHO_der7 
3 dni 
Replikat 1 
CHO_der7 
3 dni 
Replikat 2 
CHO_der3 
7 dni 
 
CHO_der5 
7 dni 
 
CHO_der7 
7 dni 
 
Število 
odčitkov 
40815982 41499002 41151720 37566946 41815892 39901224 41272358 
Odčitki 
> Q30 [%] 
93,1 93,3 90,9 94,7 92,2 90,4 90,7 
Prileganje 
na referenco 
[%] 
96,07 97,87 98,58 98,43 98,38 94,32 97,79 
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Delež 
duplikatov 
[%] 
52,23 60,98 48,92 50,78 38,81 66,40 46,17 
 
Pri vseh vzorcih so bili indikatorji sekvenciranja uspešni, saj smo pridobili več kot 90 % 
odčitkov nad vrednostjo Q30, zato so bili vsi podatki uporabni za nadaljnje bioinformatske 
analize. Iz tabele Ⅺ je razvidno, da smo dobili podobna števila odčitkov ter zelo visok 
deleţ prileganja teh odčitkov na referenčni genom. Deleţ duplikatov se med vzorci 
nekoliko bolj razlikuje, kar je posledica različnega števila dodatnih PCR ciklov, s katerimi 
smo pomnoţevali knjiţnice DNA. Zaradi razlik v odčitavanju števila ciklov iz grafa 
amplifikacijske krivulje in napak pri pipetiranju smo dobili različne deleţe duplikatov, 
nikjer pa nismo presegli 70 %. Ena izmed rešitev bi bila dodatna optimizacija ciklov PCR, 
vendar se moramo zavedati, da bi, v kolikor knjiţnice DNA ne bi pomnoţili dovolj, imeli 
teţave pri določanju koncentracije, ta pa je bistvenega pomena za oceno in pripravo vzorca 
pred nanosom na sekvenator. 
4.1.5 Bioinformatska analiza in ponovljivost metode ATAC-seq  
Ker smo ţeleli preveriti ponovljivost metode ATAC-seq, smo na dan 3 za celično linijo 
CHO_der7, gojeno v eni rastni plastenki, ločeno pripravili dve knjiţnici DNA v dveh 
ločenih mikrocentrifugirkah (CHO_der7_replikat 1 in CHO_der7_replikat 2), kot je 
prikazano na sliki 27.  
Po pregledu rezultatov prileganja odčitkov na referenčni genom smo s funkcijo 
Transcription Factor ChIP-Seq programa CLC genomics določili obogatene regije 
oziroma vrhove (angl. peaks). To orodje na podlagi deleţa pokritosti in karakteristik oblike 
vrha določi, ali je vrh signifikantno različen od šuma. (51) Pri določanju vrhov (angl. peak 
calling) poda program lokacijo vrha v genomu, parameter PSS (peak shape score) in p-
vrednost. Večji kot je PSS, bolj zanesljivo je vrh različen od šuma in večja je njegova 
pokritost. Program omogoča vizualizacijo prilegajočih se odčitkov na dano referenco 
(odčitki so označeni z modro barvo) ter lokacije vrhov (označeni z rdečo puščico) (slika 
28). 
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Slika 28: Prikaz sekvenčnih odčitkov in pripadajočih vrhov za oba replikata 
Iz slike 28 je opazno, kako algoritem določi vrhove na podlagi pokritosti odčitkov. Na 
skrajni desni in levi strani slike so namreč tudi prisotni odčitki (modre črte), vendar 
predstavljajo šum in jih je program izločil iz določanja vrhov. Z rdečim okvirjem smo  
označili 3500 bp dolgo regijo, ki je zelo dobro pokrita pri obeh replikatih in predstavlja eno 
izmed odprtih regij v genomu. Ker smo ţeleli take regije tretirati kot en vrh oziroma regijo, 
smo s spletnim orodjem Galaxy zdruţili vse vrhove, ki so med seboj oddaljeni manj kot 
12,5 kb, in sešteli vse vrednosti PSS posameznih vrhov znotraj dodeljenega območja. 
Pri vzorcu CHO_der7_replikat 1 smo tako dobili 29196 vrhov, pri vzorcu 
CHO_der7_replikat 2 pa 21317 vrhov, od tega je bilo 16919 vrhov skupnih obema 
vzorcema. Na sliki 29 je prikaz rezultatov z Vennovim diagramom. 
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Slika 29: Vennov diagram vrhov obeh replikatov 
Ţeleli smo preveriti še, kakšna je korelacija med vrhovi, določenih v obeh vzorcih in 
primerjati njihove PSS vrednosti (slika 30). Ugotovili smo, da je korelacija med 
replikatoma zelo dobra (Pearsonov korelacijski koeficient = 0,95) in s tem potrdili, da daje 
metoda ATAC-seq ponovljive rezultate. 
 
Slika 30: Graf korelacije med skupnimi vrhovi obeh replikatov 
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4.2 Določanje odprtih regij in identifikacija super-ojačevalcev 
4.2.1 Odprte regije 
Pri določanju odprtih regij smo se odločili uporabiti dodaten program (Array), ki omogoča 
določanje vrhov z algoritmom MACS. Feichtinger in sod. (2016) so namreč v svoji študiji 
epigenomske karakterizacije celic CHO z metodo ChIP-seq prav tako uporabili omenjeni 
algoritem za določanje vrhov. (63) Ta študija je nam v vednost zaenkrat edina, ki se je 
osredotočila na epigenom celic CHO, zato ţelimo z njo kasneje vsaj delno primerjati naše 
rezultate in se s tem pribliţati njihovi bioinformatski analizi.  
Vrhove smo tako določili z dvema programoma, kot je opisano v poglavjih 3.2.8.1 Analiza 
z računalniškim programom CLC genomics in 3.2.8.2 Analiza z računalniškim programom 
Array (OmicSoft). Programa uporabljata različne algoritme določanja vrhov, oba pa v 
svojem poročilu poleg lokacije vrhov podajata tudi parametre, ki nakazujejo na 
signifikantnost posameznega vrha.  
S programom Array smo znotraj vseh vzorcev določili 46809 vrhov, s programom CLC pa 
37306. Ker nas je zanimalo, ali uspeta programa določiti iste vrhove, smo v spletnem 
orodju Galaxy določili presek vseh vrhov znotraj vseh vzorcev, določenih z obema 
programoma, in dobili 32326 vrhov, ki so jima skupni (slika 31). S programom Array 
uspemo določiti večje število vrhov, se pa v preseku nahaja več kot 86 % vrhov, ki smo jih 
določili tudi s programom CLC. Poudariti je treba, da je pri obeh programih moţno 
spreminjati veliko število vhodnih parametrov, zaradi katerih se posledično spreminja tudi 
končno število določenih vrhov. Ker namen te magistrske naloge ni bil primerjava 
programov, se v te razlike nismo spuščali, smo pa s tem potrdili, da uspemo z obema 
programoma določiti večino istih vrhov. 
 
Slika 31: Vennov diagram z vrhovi, določenimi z dvema programoma 
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Nadalje smo ţeleli ugotoviti, ali obstajajo regije, ki so skupne vsem celičnim linijam in so 
stabilno odprte tekom gojenja celic. Za laţjo predstavo smo izrisali toplotno karto regij, 
določenih z orodjem MACS, in jih rangirali od najvišje do najniţje vrednosti seštevka 
parametra Fold enrichment znotraj vseh vzorcev, katerih vrednosti so bile pred tem 
pretvorjene na isto merilo. Parameter Fold enrichment nam pove, kolikokrat bolj verjetno 
je, da je določen vrh različen od ozadja (šuma). Večji, kot je Fold enrichment, bolj 
zanesljivo določen vrh res predstavlja obogateno regijo. Na sliki 32 je zajet samo zgornji 
del toplotne karte, saj je vseh regij več kot 46000. Temnejša kot je barva, večji Fold 
enrichment je bil dodeljen regiji v posameznem vzorcu.  
 
Slika 32: Zgornji del toplotne karte regij za vse vzorce 
Iz toplotne karte na sliki 32 je očitno, da sta si toplotna profila  replikatov najbolj podobna 
med sabo, kar je v skladu s pričakovanji. Opazimo pa, da tekom bioprocesa prihaja do 
razlik v odprtosti določenih regij, kar so v svoji analizi potrdili tudi Feichtinger in sod. 
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(2016). Določili so, da pride do spremembe kromatinskih stanj med eksponentno in 
stacionarno fazo v več kot 20 % analiziranih segmentov. Pokazali so, da je kratkotrajna 
adaptacija na spremembe v številu nutrientov tekom rasti celic primarno kontrolirana s 
konstantno modifikacijo histonov. (63) Se pa večina obogatenih regij (modra barva) nahaja 
na vrhu toplotne karte in lahko ţe vizualno določimo, da obstajajo regije, ki so pomembno 
odprte v vseh analiziranih vzorcih. Opozoriti moramo, da bi bilo za primerjavo jakosti 
odprtosti posameznih regij med vzorci potrebno izvesti dodatne korake normalizacije, saj 
zaradi razlik tekom procesa priprave knjiţnic DNA in njihovega sekvenciranja prihaja do 
različnega števila in kakovosti odčitkov, kar pa posledično ustvarja razlike tekom 
bioinformatske analize. Ker naš namen ni bil določanje razlik v odprtosti regij med 
posameznimi linijami in njihovim časom gojenja, ampak smo ţeleli določiti samo najbolj 
izstopajoče in konsistentno odprte regije, normalizaciji vzorcev nismo posvečali večje 
pozornosti, saj na rezultate ne bi imela bistvenega vpliva. 
4.2.2 Super-ojačevalci  
Ker so Whyte in sod. (2013) pokazali, da lahko določijo super-ojačevalce tudi z metodo 
DNaze-seq (54), Buenrostro in sod. (2013) pa so prikazali, da dajeta metodi DNaze-seq in 
ATAC-seq podoben profil rezultatov (38) smo predpostavili, da lahko tudi iz naših 
podatkov določimo super-ojačevalce.  
Za vsak vzorec posebej smo vrhove rangirali po parametru, ki ocenjuje obogatenost 
določenega vrha/signala. V primeru programa CLC genomics smo rangirali po PSS, v 
primeru programa Array pa po Fold enrichment. Večja, kot sta parametra PSS in Fold 
enrichment, bolj zanesljivo določen vrh res predstavlja obogateno regijo. 
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Slika 33: Grafa rangiranja vrhov po izbranem parametru in določitev super-ojačevalcev 
Na sliki 33 je grafični primer rangiranja vrhov za vzorec CHO_der7_replikat 1 glede na 
izbran parameter. Pri obeh parametrih se pri neki točki opazi prelom krivulje, kjer 
postanejo vrednosti parametrov PSS in Fold enrichment bistveno večje od preostalih. Ti 
vrhovi predstavljajo regije, ki so bistveno bolj obogatene v primerjavi z ozadjem. Podobno, 
kot so to storili v člankih, kjer so iskali super-ojačevalce, smo tudi mi določili točko 
preloma tam, kjer je naklon premice enak 1. (56) Super-ojačevalce smo določili, kot je 
opisano v poglavju 3.2.8.3 Določanje super-ojačevalcev. Ugotovili smo, da 3-10 % vseh 
vrhov na posamezen vzorec označuje super-ojačevalce. 
Na sliki 34 je grafični prikaz odčitkov za primer regije, ki je bila v vseh vzorcih določena 
kot super-ojačevalec.  
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Slika 34: Primer regije, določene kot super-ojačevalec v vseh vzorcih 
S programom CLC smo določili 6 super-ojačevalcev, ki so bili skupni vsem vzorcem, 
medtem ko smo s programom Array identificirali kar 32 takšnih regij. V nasprotju z našimi 
pričakovanji nismo uspeli določiti nobene regije, ki bi bila določena kot super-ojačevalec v 
vseh 7 vzorcih v obeh programih hkrati. Kljub temu, da oba programa določita večino istih 
vrhov (slika 31), se očitno razlikujeta v procesu določanja obogatenosti vrhov (tj. 
signalov). Vsem 38 regijam smo nato izračunali dolţino regije iz podatkov o njihovi 
lokaciji in iz programov izvozili njihova sekvenčna zaporedja. Opazili smo, da gre pri treh 
regijah, določenih s programom CLC, za repetitivna zaporedja in predstavljajo laţno 
obogatene regije. To dejstvo nakazuje na pomankljivosti določanja vrhov s funkcijo 
Transcription Factor ChIP-Seq programa CLC. V nasprotju z našimi rezultati sta Strino in 
Lappe (2016) v svoji študiji dokazala primerljivost orodij za določanje ChIP-seq vrhov, 
kjer sta primerjala delovanje tako orodja MACS kot tudi orodje programa CLC genomics. 
(51)  Sklepamo, da je razlog za različno ugotovitev v zelo kratkih odčitkih, ustvarjenih z 
metodo ATAC-seq, medtem ko so odčitki, pridobljeni z metodo ChIP-seq, lahko daljši. 
Ker je orodje MACS v literaturi najbolj priljubljen in pogost algoritem za določanje vrhov 
metode ATAC-seq ter ga hkrati priporoča tudi konzorcij ENCODE, smo nadaljevali z 
vrednotenjem rezultatov samo na podlagi regij, določenih z orodjem MACS. (24, 49, 75)  
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4.2.3 Primerjava rezultatov z javno dostopno literaturo 
Feichtinger s sod. (2016) je predstavil študijo genomskih in epigenetskih variacij celične 
linije CHO-K1, ki je bila adaptirana na rast v suspenziji in izpostavljena časovnemu 
pritisku, adaptaciji na rast v mediju brez glutamina in subkloniranju. Poleg iskanja mutacij 
in strukturnih variant med posameznimi linijami, so izvedli ChIP-seq analizo s protitelesi 
proti šestim histonskim markerjem (H3K4me1, H3K4me3, H3K9me3, H3K27ac, 
H3K27me3 in H3K36me3) in z modelom ChromHMM definirali 11 kromatinskih stanj. Iz 
kombinacije histonskih markerjev model določi, kateremu kromatinskemu stanju pripada 
analiziran segment. Večina genoma predstavlja heterokromatin, preostanek pa kromatinska 
stanja, kot so mesta transkripcije, promotorji, ojačevalci in ostali regulatorni elementi. Za 
ojačevalce so značilni markerji H3K4me1, H3K27ac in delno H3K4me3 (slika 35). 
 
Slika 35: Kromatinska stanja s pripadajočo barvo glede na histonski marker (prirejeno po 
(81))  
Na podlagi rezultatov svoje študije so oblikovali interaktivno spletno orodje CHO-
Epigenome. (81) Ker orodje bazira na referenčnem genomu celične linije CHO 17A/GY 
(Cgr1.0), smo morali za primerjavo naših rezultatov sekvenčna zaporedja izbranih regij 
prilegati na njihovo referenco. To smo storili s pomočjo spletnega orodja CHOGenome 
(82), kjer smo s funkcijo BLAST zaporedja vseh regij prilegali na referenco CH-
17A/GY_Chr_Genebank_2013 (Cgr1.0) s prednastavljenimi parametri. Program poda 
vrednost ujemanja sekvence z referenco in lokacijo regije v novi referenci.  
Od 32 regij smo pri 5 regijah (regije 15, 18, 25, 27 in 32 v preglednici Ⅻ)  na referenco 
Cgr1.0 dobili nepopolno prileganje – deli sekvence regije so se prilegali na različna mesta 
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v referenčnem genomu Cgr1.0. Razlog za nepopolno prileganje je v zaenkrat še 
nepopolnem referenčnem genomu CHO. Sklepamo, da referenca Cgr1.0 ni najbolje 
določena, saj smo na odčitkih našega vzorca zaznali le 79 % prileganje. Preostalih 27 regij 
smo s pomočjo informacije o njihovi lokaciji na novi referenci preverili v spletnem orodju 
CHO-Epigenome. Zanimalo nas je, ali so posameznim regijam Feichtinger in sod. (2016) 
določili katero izmed kromatinskih stanj. Gledali smo kromatinska stanja v 4 časovnih 
točkah (4 h, 66 h, 125 h in 186 h). Na sliki 36 je prikazano eno izmed ogrodij (angl. 
scaffold) kromosoma 6 in kromatinska stanja v 4 časovnih točkah, določena v okviru 
študije Feichtinger in sod. (2016). Z rumeno je označen super-ojačevalec, ki smo ga na 
istem ogrodju določili v okviru te magistrske naloge. Na sliki 37 pa je del ogrodja, kjer se 
nahaja naša regija, še pribliţan. Barve, uporabljene v spletnem orodju, se nanašajo na 
barve, dodeljene kromatinskim stanjem, ki so bile predstavljene na sliki 35. Zaradi 
komercialnih razlogov sta oznaka in velikost ogrodja zakriti. 
 
Slika 36: Zajeta slika kromatinskih stanj v celotnem delu enega izmed ogrodij kromosoma 6 
 
Slika 37: Zajeta slika kromatinskih stanj v delu ogrodja kromosoma 6 z rumeno označeno 
regijo ojačevalcev 
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S slike 37 je razvidno, da smo uspeli zajeti regijo, kjer se nahajajo ojačevalci, kljub temu, 
da je deleţ ojačevalcev (kromatinska stanja obarvana z rdečo barvo) znotraj enega izmed 
ogrodij kromosoma 6 zelo majhen (razvidno s slike 36).  
Pri 16 regijah smo tako potrdili prisotnost ojačevalcev, saj je bila znotraj regije večina 
kromatinskih stanj označena z rdečo ali roza barvo. V primeru 9 regij so kromatinska 
stanja pripadala promotorjem in/ali mestom transkripcije (zelena in rumena barva), ki prav 
tako označujejo transkripcijsko aktivno stanje kromatina. Pri 2 regijah pa Feichtinger in 
sod. (2016) niso zaznali nobenega histonskega markerja (siva barva).  
Pregled rezultatov vseh 32 analiziranih regij je predstavljen v preglednici Ⅻ skupaj z 
vrednostmi parametra Fold enrichment [FE] posameznih regij, dolţinami regij [bp] ter 
pripadajočim kromatinskim stanjem na podlagi CHO-Epigenome rezultatov. 
Preglednica XII: Seznam vseh 32 regij s podatki o parametru Fold enrichment, dolžino regije 
ter pripadajočim kromatinskim stanjem 
Regija der3 
3 dni 
[FE] 
 
der5 
3 dni 
[FE] 
 
der7 
3 dni 
rep1[FE] 
der7 
3 dni 
rep2[FE] 
der3 
7 dni 
[FE] 
 
der5 
7 dni 
[FE] 
 
der7 
7 dni 
[FE] 
 
Vsota vseh 
vzorcev 
[FE] 
 
Dolžina 
regije 
[bp] 
Kromatinsko stanje 
v CHO-Epigenome 
1 44,8 90,7 88,2 83,3 93,4 97,6 87,3 585,3 156903 Ojačevalec 
2 32,0 69,2 80,4 88,4 75,7 70,0 40,3 456,0 83122 Ojačevalec 
3 100,0 53,7 44,5 55,7 59,0 60,4 45,6 418,9 78848 Ojačevalec 
4 49,2 52,3 72,4 78,6 52,0 50,4 59,7 414,6 59431 Promotor/transkripcija 
5 42,9 39,6 69,2 61,6 90,1 50,4 45,6 399,4 80566 Ojačevalec 
6 32,6 37,8 43,1 38,4 49,9 95,2 100,
0 
397,0 68174 Ojačevalec 
7 53,4 74,2 60,6 66,2 59,1 50,1 32,8 396,4 61244 Promotor/transkripcija 
8 37,6 57,8 56,9 50,9 69,9 59,7 43,7 376,5 45992 Promotor/transkripcija 
9 26,7 83,2 62,8 53,0 51,9 42,4 54,2 374,2 46708 Ojačevalec 
10 31,7 74,8 44,5 69,0 68,0 43,4 34,1 365,5 43546 Brez markerja 
11 35,1 45,2 56,1 58,0 51,0 68,6 40,1 354,1 40776 Promotor/transkripcija 
12 59,1 44,8 42,5 54,1 57,0 48,2 33,5 339,2 53973 Ojačevalec 
13 33,2 61,1 41,8 63,9 65,4 40,4 32,6 338,4 47609 Ojačevalec 
14 31,5 41,7 33,6 57,0 49,1 47,6 61,7 322,2 39934 Ojačevalec 
15 27,2 36,1 55,9 44,0 52,4 68,8 37,0 321,4 45577 / 
16 29,9 41,3 45,9 51,6 49,2 59,5 37,7 315,1 37176 Ojačevalec 
17 38,6 34,8 40,9 35,3 50,3 47,0 58,5 305,4 28183 Ojačevalec 
Nika Tuta, Magistrska naloga 
Določanje odprtih regij kromatina v celicah CHO s transpozazo in sekvenciranjem naslednje generacije 
 
50 
 
Regija der3 
3 dni 
[FE] 
 
der5 
3 dni 
[FE] 
 
der7 
3 dni 
rep1[FE] 
der7 
3 dni 
rep2[FE] 
der3 
7 dni 
[FE] 
 
der5 
7 dni 
[FE] 
 
der7 
7 dni 
[FE] 
 
Vsota vseh 
vzorcev 
[FE] 
 
Dolžina 
regije 
[bp] 
Kromatinsko stanje 
v CHO-Epigenome 
18 52,5 45,3 37,0 45,7 33,2 52,2 37,7 303,6 317 / 
19 27,5 32,7 46,9 52,5 53,2 46,7 40,1 299,6 44733 Ojačevalec 
20 38,7 33,9 49,6 46,5 42,6 38,4 46,9 296,6 41975 Ojačevalec 
21 34,8 39,8 36,0 38,9 51,5 47,6 46,2 294,8 30375 Promotor/transkripcija 
22 32,7 39,6 31,2 42,7 54,4 34,6 47,5 282,7 32764 Ojačevalec 
23 27,2 45,6 36,6 35,6 41,1 47,9 46,9 280,9 41714 Ojačevalec 
24 30,6 41,7 40,6 41,7 34,7 45,1 43,3 277,7 34104 Ojačevalec 
25 31,9 49,1 31,8 40,4 50,1 38,0 34,8 276,1 22865 / 
26 42,1 44,1 45,0 44,6 31,3 34,6 34,1 275,8 44763 Promotor/transkripcija 
27 34,6 33,4 30,6 40,3 42,3 54,5 39,4 275,1 34467 / 
28 31,2 33,6 43,7 36,4 29,3 55,1 40,6 269,9 36889 Promotor/transkripcija 
29 26,7 38,8 32,4 40,8 43,5 33,6 44,6 260,4 34172 Promotor/transkripcija 
30 34,7 35,1 30,9 36,1 36,8 37,0 39,1 249,7 24894 Promotor/transkripcija 
31 34,2 32,8 27,6 30,6 35,8 33,8 36,4 231,2 12928 Brez markerja 
32 34,9 32,6 29,2 30,4 31,3 35,4 36,0 229,8 29489 / 
 
Ugotovili smo, da se za kar 25 od 27 (92 %) regij, ki smo jih z metodo ATAC-seq določili 
kot super-ojačevalce, rezultati ujemajo s tistimi, objavljenimi v študiji Feichtingerja in sod. 
(2016). Vseh 25 regij smo v omenjeni študiji namreč identificirali kot transkripcijsko 
aktivne regije, izmed katerih je 16 takšnih, ki naj bi celo predstavljale ojačevalce. 
Zaključimo lahko, da smo s to primerjavo potrdili domnevo, da lahko z metodo ATAC-seq 
in bioinformatsko analizo s pomočjo orodja MACS res določimo odprte regije v CHO 
genomu, ki so del ojačevalcev in drugih regulatornih elementov.  
Za vse regije ojačevalcev, ki smo jih potrdili tudi s CHO-Epigenome, smo ţeleli preveriti, 
v bliţini katerih genov se te regije nahajajo. Predpostavljamo namreč, da ti ojačevalci 
pomembno vplivajo na ekspresijo bliţnjih genov. To smo izvedli v spletnem orodju 
Ensembl, ki ima vzpostavljen interaktivni brskalnik referenčnega genoma 
CHOK1GS_HDv1 z anotacijo genov. (73) 
Izpostavili bi regijo 19, ki se ne nahaja v neposredni bliţini nobenega gena, smo pa opazili, 
da se 400 000 bp stran nahaja gen myc. Večkrat je bilo pokazano, da se lahko super-
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ojačevalci nahajajo od par kb do 1 Mb stran od tarčnega gena (83), zato bi lahko ta regija 
nakazovala na povezavo z izraţenostjo gena myc. Myc je namreč udeleţen v regulacijo 
celične rasti in proliferacije prek vpliva na ekspresijo genov, povezanih s privzemom 
glukoze in procesi glikolize. Gutierrez in sod. (2018) so vpliv na gen myc v celicah CHO 
opazovali v študiji gojenja celic CHO pod pogoji blage hipotermije, ki predstavlja eno 
izmed strategij zvišanja viabilnosti in  produktivnosti celic. Opazili so, da je blaga 
hipotermija direktno povezana s povečano ekspresijo gena myc. (84) Poleg tega so celice 
CHO po svoji naravi podobne tumorskim celicam, saj se lahko ob nadziranih pogojih 
neskončno delijo in imajo podobno kot tumorske celice spremenjene mehanizme signalnih 
poti Wnt in mTOR. (4) Gen myc je tudi znan onkogen, ki vpliva na proliferacijo in 
preţivetje celic. Eden izmed razlogov njegove povečane ekspresije v tumorskih celicah je 
tudi aktivacija super-ojačevalcev. (85) 
Dodatno pozornost je pritegnila tudi regija 1, ki jo znotraj in v svoji okolici zaznamuje 
veliko število genov. Omenili bi gen med24, ki kodira zapis za eno izmed komponent 
mediatorskega kompleksa, ki je preko povezave z RNA polimerazo Ⅱ odgovoren za 
prepisovanje genov in je hkrati tudi pomembnejši pokazatelj super-ojačevalcev. (55, 86) V 
okolici regije 1 so zanimivi geni ERBB2 (HER2), ki je pogosto izraţen pri raku dojke, 
TOP2A, ki kodira zapis za DNA topoizomerazo in gen CDC6, ki je udeleţen v procesih 
replikacije DNA. (86) 
Ker točne razdalje delovanja ojačevalcev ne poznamo in je ta lahko tudi 1 Mb stran, se 
zavedamo, da bi bila potrebna obseţna študija transkriptoma, da bi lahko definirali vzročne 
povezave. Zanimivo bi bilo na naših vzorcih izvesti RNA-seq analizo in ugotoviti, kateri 
geni so najbolj izraţeni. Za dodatno potrditev regij super-ojačevalcev bi bilo dobro izvesti 
ChIP-seq analizo na histonska markerja H3K4me1 in H3K27ac ter primerjati dobljene 
rezultate z ATAC-seq rezultati. 
S hitrim razvojem orodij na področju urejanja genoma nam le-ta omogočajo delecije ali 
mutacije regij super-ojačevalcev, preko katerih lahko preverjamo neposreden vpliv regije 
na ekspresijo genov. Da je to mogoče opazovati tudi v in vivo modelih, je bilo 
predstavljeno na super-ojačevalcu gena Wap, ki je odgovoren za proizvodnjo mleka v 
miših. S CRISPR/Cas9 so uspeli izbiti del super-ojačevalca gena Wap in opazili zniţanje 
ekspresije gena Wap za 99 %. (58) Če bi ţeleli torej gledati vpliv na okoliške gene točno 
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določenega super-ojačevalca, je to ena izmed moţnosti določanja vpliva super-
ojačevalcev. 
Kljub temu da točnega vzročnega vpliva naših regij ne moremo napovedati, pa vseeno 
predpostavljamo, da je poznavanje lokacije odprtih regij, kjer se odvijajo aktivni procesi 
znotraj genoma, pomembno za razumevanje celičnih linij CHO. 
Trenutne strategije razvoja rekombinantnih celičnih linij CHO še vedno temeljijo na 
naključni integraciji vektorja v genom CHO, se pa z vse boljšim poznavanjem genoma 
CHO in orodij urejanja genoma uveljavlja tarčna integracija. Zaradi zmanjšanja 
variabilnosti v ekspesiji vstavljenega gena za ţelen protein, ki je tarčno integriran v izbrano 
mesto, se zmanjša dolgotrajen proces selekcije klonov. Potreba po identifikaciji 
potencialnih mest za namen tarčne integracije tako predstavlja enega izmed ključnih 
korakov do razvoja stabilnih in produktivnih rekombinantnih celičnih linij. (10) 
Prav odprte regije, ki smo jih določili z metodo ATAC-seq, pa bi lahko predstavljale 
ključna mesta za tarčno integracijo. Predpostavljamo namreč, da bi tarčna integracija 
ekspresijskega vektorja z zapisom za terapevtski protein v bliţnjo okolico odprtih regij  
pozitivno vplivala na izraţanje vstavljenega gena za ţelen protein, saj se v bliţini ţe nahaja 
celotna transkripcijska mašinerija, prisotnost super-ojačevalcev pa bi še dodatno vplivala 
na zvišanje ekspresije. Pozorni bi morali biti na mesto tarčne integracije, da ne bi prekinili  
regulatornih regij ali genov, pomembnih za preţivetje celic in kvaliteto produkta. Poleg 
ţelje po višji produktivnosti bi s tarčno integracijo v izbrana mesta zagotovili tudi manjšo 
heterogenost klonov in bolj stabilno ekspresijo. Razvoj stabilnih in visoko producirajočih 
celičnih linij s kakovostnim produktom v čimkrajših časovnicah je namreč eden izmed 
glavnih ciljev proizvajalcev bioloških zdravil. 
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5 SKLEP 
Cilj naloge je bila implementacija metode ATAC-seq na ovarijskih celicah kitajskega 
hrčka (CHO) in iskanje stabilno odprtih regij v genomu CHO.  
V sklopu implementacije smo optimizirali pogoje metode in določili, da je za dosego 
nukleosomskega vzorca knjiţnice DNA najbolj optimalno število celic  5x 10
4
. Z 
namenom pridobitve minimalno pomnoţenih knjiţnic DNA, smo zmanjšali število ciklov 
PCR glede na protokol iz literature za 2 cikla. 
Po optimiziranem protokolu smo nato sekvencirali knjiţnice DNA treh starševskih 
celičnih linij (CHO_der3, CHO_de5 in CHO_der7), ki so bile pripravljene v dveh 
časovnih točkah bioprocesa (dan 3 in dan 7). Sekvenčne odčitke smo prilegali na tri 
dostopne referenčne genome CHO in ugotovili, da je referenca CHOK1GS_HDv podjetja 
Horizon Discovery najbolj reprezentativna. 
Na dveh replikatih vzorca CHO_der7 smo potrdili ponovljivost metode ATAC-seq, saj 
smo dobili zelo dobro korelacijo med regijami, skupnimi obema replikatoma (Pearsonov 
korelacijski koeficient = 0,95). 
V drugem sklopu naloge smo iz pridobljenih rezultatov sekvenciranj določili regije, ki so 
stabilno odprte v vseh treh starševskih linijah CHO in obeh točkah bioprocesa s pomočjo 
dveh bioinformatskih programov, pri čemer se je izkazalo, da orodje MACS iz odčitkov 
bolje določi vrhove. Iz odprtih regij smo nadalje identificirali regije super-ojačevalcev. 
Ob primerjavi rezultatov z epigenomsko študijo, izvedeno na celicah CHO, smo ugotovili, 
da gre kar pri 92 % regij v študiji za transkripcijsko aktivne predele, v več kot polovici 
primerjanih regij pa za ojačevalce. 
Povzamemo lahko, da je bila implementacija metode ATAC-seq v celicah CHO uspešna, 
saj smo z njo uspeli določiti odprte regije v genomu CHO ter identificirati super-
ojačevalce. Zanimivo bi bilo izvesti ChIP-seq analizo za potrditev mest super-ojačevalcev 
ter raziskati pripadajoč transkriptom za boljše razumevanje povezav med super-ojačevalci 
in vplivom na pripadajoče gene. 
Sklepamo, da bo imela metoda ATAC-seq zaradi pozitivnih lastnosti, kot so hitra in 
enostavna priprava ter majhno vhodno število celic, prednost pred drugimi metodami 
določanja odprtih regij tako v raziskavah kot v kliničnem okolju.  
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Odprte regije, ki smo jih določili v genomu CHO, pa predstavljajo doprinos k razumevanju 
genoma CHO in so hkrati zanimiva mesta za tarčno integracijo za namen razvoja visoko 
producirajočih celičnih linij. 
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7 PRILOGE 
7.1 Priloga 1: Zajem slike nastavitev v spletnem orodju Galaxy  
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7.2 Priloga 2: Toplotni graf Q vrednosti glede na cikle 
sekvenciranja 
 
 
